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Las células Tδ se han revelado en los últimos tiempos como un tipo celular básico dentro delsistema inmunológico innato y adaptativo por su capacidad para producir citoquinas adiferentes tiempos y a la posibilidad de actuar contra distintos agentes infecciosos como virus,bacterias, parásitos o incluso contra células tumorales. Las distintas subpoblaciones de linfocitosTδ con capacidad de producir IFN- o IL-17 principalmente, se generan en el timo de ratón, perolos estados de maduración o señales que dirigen y controlan este proceso de diferenciación nose conocen con exactitud.
En este contexto, el TCR parece ser clave para entender el desarrollo de estos linfocitos Tδ. Seacepta, gracias a diferentes estudios, que las células que reciben una intensidad de señal fuertea través del TCR son aquellas que tendrán capacidad para producir IFN-, mientras que lascélulas que producen IL-17 emergerán por “defecto” durante el desarrollo tímico recibiendoúnicamente una señal débil a través del TCR. Sin embargo, este modelo ha sido discutido en losúltimos dos años, pues se ha descrito que las células Tδ del ratón SKG (ratón con una mutaciónhipomórfica en ZAP-70 que reduce en torno al 90% la capacidad de señalización vía TCR)mantienen intacta su capacidad para producir IFN-. No obstante, sí ven afectada la producciónde IL-17 (tanto en timo como en periferia). Además otros artículos relacionaron el cambioconformacional del TCR tras activación con el desarrollo de algunas células Tδ productoras deIL-17. En este punto, nos planteamos abordar esta cuestión desde una perspectiva diferente:disminuir la cantidad de TCRδ en la superficie celular con el fin de interferir su señalización invivo. Para ello, se generaron y analizaron ratones portadores de mutaciones que afectaban laexpresión de CD3, CD3δ y CD3ɛ, sin observarse diferencias significativas comparando conratones control. Sin embargo, cuando se analizó un ratón con haploinsuficiencia simultanea paraCd3g y Cd3d (CD3DH, por Haploinsuficiencia Doble de Cd3), se pudo comprobar cómoefectivamente la expresión del TCRδ en superficie se encontraba disminuida, pero no la delTCRαβ. Por lo tanto, se consideró que este ratón (la menor expresión del TCRδ en superficietambién implica una menor capacidad de señalización) podría ser una herramienta útil paraentender el papel que juega la intensidad de la señal del TCR en el desarrollo de las distintassubpoblaciones efectoras de células Tδ en el timo. Cabe destacar que este modelo de ratónpermite abordar esta pregunta sobre el repertorio total de linfocitos Tδ (policlonal) y no desdeun abordaje monoclonal (ratones transgénicos que expresan un único TCR), como se habíadescrito en la mayoría de los trabajos relacionados con el tema.
OBJETIVOS
El objetivo general de este trabajo es la interferencia in vivo de la señalización vía TCRδ paraintentar entender el papel que juega el TCR en el desarrollo de los linfocitos Tδ efectores, através del análisis fenotípico y fisiopatológico de un modelo de ratón con haploinsuficienciacombinada de Cd3g y Cd3d (CD3DH).
Se analizará la capacidad de señalización del TCRδ en los timocitos CD3DH, punto crítico parapoder estudiar el efecto de la intensidad de la señal sobre las distintas subpoblaciones efectorasTδ. Posteriormente, se analizarán los posibles defectos que genera la reducción de la señal víaTCR en las distintas subpoblaciones de células Tδ efectoras (IFN- vs IL-17). Conjuntamente, seestudiarán los genes implicados en el proceso de desarrollo de las células Tδ. Una vezcaracterizados todos los aspectos fenotípicos del ratón CD3DH, se utilizará un modelo relevantede enfermedad que permita poner en relieve la ausencia de células Tδ en nuestros ratones.
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	Resumen
También, se analizará si el aumento de la intensidad de la señal vía TCRδ, a través de laadministración de anticuerpo anti-CD3, permite la generación de células Tδ en los ratonesCD3DH, con el objetivo de conocer cuál es el origen del defecto en este modelo animal.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Para estudiar el papel que juegan el TCR y su señal transmitida en el desarrollo de las células Tδ,se generó un ratón con una menor expresión del TCRδ en superficie como consecuencia de lareducción simultánea en la abundancia relativa de las cadenas CD3 y CD3 del receptor. Estemodelo animal tiene un defecto selectivo en las células Tδ: la expresión del TCR en membrana,la intensidad de la señal generada por el mismo y el número total de células. El ratón CD3DHpresenta timocitos Tαβ normales (incluyendo aquellos que dependen de selección agonistafuerte durante su desarrollo en el timo), pero una alteración en la diferenciación fetal de lascélulas Tδ productoras de IL-17 que son mayoritariamente V6+ (este defecto no se encontróen el timo adulto, donde las células Tδ productoras de IL-17 son mayoritariamente V4+).También se puede observar en estos ratones una reducción severa durante la ontogenia yestado adulto de las células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+, productoras de IFN-. Esta depleciónselectiva tiene como consecuencia en el ratón adulto CD3DH una reducción del compartimentoTδ IFN-+ periférico, resultando en un aumento de la resistencia a malaria cerebralexperimental, que es dependiente del IFN- proveniente de linfocitos Tδ. Esta poblaciónnecesita una intensidad de la señal vía TCRδ elevada, ya que se puede revertir el defecto en sudesarrollo proporcionando de manera exógena una señalización fuerte a través del receptor(agregando los complejos TCR de superficie con anticuerpo) en el timo. Así, la intensidad de laseñal del TCR dentro de una ventana de desarrollo tímico específica, es el principal determinantede la generación de células Tδ pro-inflamatorias y su impacto fisiopatológico. Para entender elmecanismo molecular que subyace en estos procesos, se analizaron los datos obtenidos pormicroarrays comparando la transición de células Tδ embrionarias a adultas de ratones controlvs CD3DH. Entre los ARNm que aumentaban la expresión entre el estadio embrionario y adultoen ratones control y que se ven alterados durante la ontogenia de ratones CD3DH, seencuentran aquellos que se relacionan directamente con la producción de IFN- (Nr4a3, Nr4a2y Bcl2a1, genes dependientes de CD27/LTβR) y algunos factores de transcripción como Egr2,Egr3 e Id3, descritos como supresores de la ruta de diferenciación IL-17 y dependientes de unaintensidad fuerte de la señal a través del TCR. Por último se comprobó cómo la cadena CD3δestá implicada a nivel intracelular en la conformación y estabilidad de los complejos TCRδ en elcontexto de haploinsuficiencia de Cd3g, a pesar de que la ausencia de la cadena CD3δ en elTCRδ de ratón está generalmente aceptada.
CONCLUSIONES
Estos datos en conjunto permiten reinterpretar los modelos previos sobre el desarrollo de lascélulas Tδ en el timo. Durante la ontogenia, las distintas ondas de desarrollo (muy relacionadascon el uso de V) demandan diferente intensidad de la señal a través del TCRδ, esclareciendoasí el conflicto expuesto sobre las células productoras de IL-17, pues las células V6+ (que seoriginan únicamente durante el desarrollo embrionario temprano) tienen una alta dependenciade señal fuerte a través del TCR, mientras que las células V4+ (que aparecen de maneraperinatal) no. Por otro lado, el defecto en las células T productoras de IFN- se mantienedurante la ontogenia y estado adulto, en particular en la sub-población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+.
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De esta manera, podemos concluir que las células Tδ con una mayor capacidad de producirIFN- dependen de una alta intensidad de la señal a través del TCR, y debido a su ausencia losratones CD3DH son menos susceptibles a malaria cerebral experimental, poniendo de relieve laimportancia fisiopatológica de las células Tδ IFN-+. Los resultados permiten inferir tambiénque la reducción de la disponibilidad intracelular de las cadenas CD3 y CD3δ puede alterar lamanera en la que estas proteínas se exponen a los procesos de ensamblaje y/o transporte delcomplejo TCR a la superficie celular, ofreciendo un mecanismo plausible para entender elfenotipo de los ratones CD3DH.
BIBLIOGRAFÍA
- Muñoz-Ruiz M, Ribot JC, Grosso AR, Goncalves-Sousa N, Pamplona A, Pennington DJ, et al.TCR signal strength controls thymic differentiation of discrete proinflammatory gammadelta Tcell subsets. Nat Immunol. 2016; 17:721
- Garcillán B/Marin AV, Jiménez-Reinoso A, Briones AC, Muñoz-Ruiz M, García-León MJ, Gil J,Allende LM, Martínez-Naves E, Toribio ML and Regueiro JR; γδ T lymphocytes in the diagnosisof human T cell receptor immunodeficiencies; Front. Immunol. 2015; 6:20
- Muñoz-Ruiz M, Perez-Flores V, Garcillan B, Guardo AC, Mazariegos MS, Takada H, et al.Human CD3gamma, but not CD3delta, haploinsufficiency differentially impairs gammadeltaversus alphabeta surface TCR expression. BMC Immunol. 2013;14:3.
- Reine J, Busto EM, Muñoz-Ruiz M, Rossi NE, Rodriguez-Fernandez JL, Martinez-Naves E, et al.CD3gamma-independent pathways in TCR-mediated signaling in mature T and iNKTlymphocytes. Cell Immunol. 2011;271(1):62-6.
21
   
  






















   
  
 
   
  
 
                                                                                      
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
 
 
                                                                 




The δ T cells have recently emerged as a basic cell type within the innate and adaptive immunesystem, due to their ability to produce cytokines at different time points and to act againstvarious infectious agents such as viruses, bacteria, parasites or even against tumour cells. Thedifferent subpopulations of δ T lymphocytes that are able to produce mainly IFN- or IL-17 aregenerated in the mouse thymus, but the maturation states or the signals that manage andcontrol this differentiation process are still unknown.
In this context, the TCR appears as a key element to understand the δ T lymphocytesdevelopment. Thanks to various studies, it is generally accepted/Several studies have shownthat cells receiving strong signals through the TCR will have the capacity to produce IFN-, whilecells that produce IL-17 emerge by default during T cell development just by receiving weak TCRsignals. However, this model has been discussed in the last two years because it has beendescribed that δ T cells from the SKG mouse (mouse with a hypomorphic mutation in ZAP-70that reduces the TCR signalling capacity by around 90%) maintain the capacity to produce IFN-. However, the production of IL-17 is affected (in both thymus and periphery). Also, other worksrelated the TCR conformational change following activation with the development of IL-17-producing cells. At this point, we planned to address this issue from a different point of view: bydecreasing the amount of TCRδ in the cell surface in order to interfere the signalling in vivo.For/to achieve this aim, mice carrying mutations that affect the expression of CD3, CD3δ andCD3ɛ were generated and analysed, but we found no significant differences when compared tocontrol mice. However, when a mouse with simultaneous haploinsufficiency for Cd3g and Cd3d(CD3DH, for CD3 Double Haploinsufficiency) was analysed, we found that the surface expressionof TCRδ was reduced, but not that of TCRαβ. Therefore, we considered that this mouse (thelower expression of surface TCRγδ also implies less signalling capacity) can be a useful tool tounderstand the role of TCR signal strength in the thymic differentiation of discrete pro-inflammatory δ T cell subsets. Note that this mouse model could address this question on thetotal δ T cells repertoire (polyclonal), not only from a monoclonal approach using transgenicmice expressing a single TCR (like it has been described in most of the related work).
AIMS
The general aim of this work is to interfere the in vivo TCRδ signalling in order to understandthe role of TCR in the development of effector δ T lymphocytes. To do this, the characterizationof the defect found in mice with combined haploinsufficiency of Cd3g and Cd3d (CD3DH) wasperformed. To do this, we characterized mice with combined haploinsufficiency for CD3g andCD3d (CD3DH).
In order to study the effect of signal strength on different effector δ T cell subpopulations,TCRγδ signalling ability in CD3DH thymocytes was analysed. Subsequently, possible defectsgenerated by the reduction of TCR signal strength in different subpopulations of effector γδ Tcells (IFN- vs IL-17) will be discussed. Altogether, the genes involved in the developmentprocess of γδ T cells were studied. Once the phenotypic aspects of the CD3DH mouse werecharacterized, a relevant disease model that allows us to highlight the absence of γδ T cells inour mice was used. We also analysed whether increasing the signalling via TCRγδ through theadministration of an anti-CD3 antibody allowed for the generation of γδ T cells in CD3DH mice,in order to understand the origin of the defect in these mice.
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In order to study the role of the TCR and its transmitted signal in the development of δ T cells,a mouse with lower expression of surface TCRδ was generated. This animal model has aselective reduction in δ T cells: TCR membrane expression, the signal strength through thisreceptor and the total number of cells. The CD3DH mouse presents normal αβ T thymocytes(including those dependent on strong agonist selection during development in the thymus), butan alteration in the fetal differentiation of IL-17 producing δ T cells that are mostly V6+ (thisdefect is not found in the adult thymus, where producing IL-17 δ T cells are mostly V4+). Thesemice also present a severe reduction of IFN-γ-producing CD27+ CD122+ NK1.1+ δ T cells duringontogeny and adult status. This selective depletion in adult CD3DH mice also implies a reductionin the IFN-+ δ T cells peripheral compartment, resulting in increased resistance to experimentalcerebral malaria, which is dependent on IFN- from δ T lymphocytes. This population needselevated TCRδ signal strength, since we can reverse the defect in its development byexogenously providing a strong signalling through the receptor (aggregation of TCR complex byadding antibody) in the thymus. Thus, the TCR signal intensity within a specific window of thymicdevelopment is the main determinant of the generation of pro-inflammatory δ T cells and itspathophysiological impact. To understand the molecular mechanism underlying these processes,microarray data obtained by comparing the transition from embryonic to adult γδ T cells inCD3DH vs control mice were analysed. Among those mRNAs with increased expression inembryonic and adult stages in control mice that are altered during ontogeny in CD3DH mice, wefound some that are directly related to the production of IFN-γ (Nr4a3, Nr4a2 and Bcl2a1, genesdependent on CD27/LTβR) and some transcription factors such as Egr2, Egr3 and Id3, whichhave been described as suppressors of the IL-17-dependent differentiation pathway anddependent on strong signals through the TCR. Finally, we found that the CD3δ chain isintracellularly involved in the formation and stability of the TCR complex in the context of CD3haploinsufficiency, despite the idea of the absence of the CD3δ TCRδ chain in the mouse.
CONCLUSIONS
Altogether, these data allowed us to reinterpret previous ideas on the development of δ T cellsin the thymus. First, we found that during ontogeny, the different waves of thymic development(closely related to the use of V) require different signal strength through the TCRγδ, thusclarifying the conflict on IL-17 producing cells, since V6+ cells (originated only during embryonicdevelopment) have a high dependence on strong signal through the TCR, while Vγ4+ cells (shownperinatally) do not. Furthermore, the IFN- defect continues throughout the life of γδ T cells dueto the absence of CD27+ CD122+ NK1.1+ δ T cells. Hence, we can conclude that the γδ T cellswith greater ability to produce IFN- depend on a high intensity of TCR signal and because oftheir absence, CD3DH mice are less susceptible to experimental cerebral malaria than controlmice, thus highlighting the pathophysiological significance of IFN-+ δ T cells. These results alsoallow us to infer that reducing the intracellular availability of CD3γ and CD3δ chains can alterthe way in which these proteins are exposed to different processes during assembly and/ortransport of the TCR complex to the cell surface, providing a reasonable mechanism tounderstand the phenotype of CD3DH mice.
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APC-Cv7 Alloohvcocvanin-cvanine (aloficocianina 7) 





ADNc Ácido ribonucleico complementario 
Akt Protein kinase B (Proteína kinasa B) 
APC Allophycocyanin (aloficocianina) 
7 - cianina 
ARNm Ácido desoxirribonucleico mensajero 
BSA Albúmina de suero bovino 
Ca2+ Calcio 
CD Cluster de diferenciación 
CIA Artritis inducida por colágeno 
cKit Receptor del factor de crecimiento de mastocitos y células madre 
DETC Dendritic Epidermal T Ce/Is (Células T dendríticas epiteliales) 
DMEM Dulbecco 's Modified Eagle Medium 
DN Doble Negativo (timocito CD4-CD8-) 
DP Doble Positivo (timocito CD4+Co8+) 
E16 Estado embrionario tardío a día 16 
E16 Estado embrionario tardío a día 15 
E17 Estado embrionario tardío a día 17 
E18 Estado embrionario tardío a día 18 
EAE Experimental Autoinmune Encephalomyelitis (encefalomielitis autoinmune 
experimental) 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
Erk Extracellular signal-Regulated kinase (quinasa del receptor extracelular activado) 
FCS Fetal Calf Serum (suero bovino fetal) 
FITC Fluorescein /sothiocyanate (isotiocianato de fluoresceína) 
Fluo-4/AM Aceto-metil éster de fluo-4 
GFP Green Fluorescent Protein (Proteína verde fluorescente) 
GITR Glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor (receptor del factor de 




ILC lnnate lymphiod ce// (células linfoides innatas) 
ITAM lmmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (motivo de activación del 
inmunorreceptor basado en tirosinas) 
ltk lnducible T ce// kinase (qui nasa inducible de células T) 
KDa Kilodalton 
KO Knock out (desactivación génica) 
un- Lineage-negative (células negativas para marcadores de linaje de células maduras) 
mAb Monoclonal 
MFI Mean Fluorescence lntensity (intensidad media de fluorescencia) 
mg Miligramos 
MHC Majar Histocompatibility Complex (complejo principal de histocompatibilidad) 
min Minutos 
mi Mililitros 
Nck Non-catalytic regían of tyrosine kinase adaptar protein 1 (proteína de interacción 
al 
NFAT Nuclear Factor of Activated T ce// (factor nuclear de linfocitos T activados) 
NF-kB Nuclear Factor-kB (factor nuclear kB) 
NKT Natural Killer T ce// (células T asesinas naturales) 
Nanometros 
PAGE-SDS SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (electroforesis en geles de SOS-
poliacrilamida) 
PB Pacific Blue (azul pacífico) 
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Abreviaturas
PBS ffered Sali f f liPhosphate Bu ne (tampón os ato sa no)PCR Reacción en cadena de la polimerasaPE Phycoerythrin (ficoeritrina)Pe-Cy7 Phycoerythrin-Cyanine 7 (ficoeritrina - cianina 7)PerCPCy5.5 Peridinine Chlorophyll Protein Complex–cyanine 5.5 (proteína de peridininaclorofila complejo de cianina 5.5)PMA Acetato de forbol miristatoPRS Secuencia rica de prolinasPVDF Polyvinylidene Difluoride (fluoruro de polivinilideno)qPCR Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativaRAG Recombination Activating Gene (gen activador de la recombinación)RBCL Red Blood Cell LysisRE Retículo endoplásmicoRPMI Roswell Park Memorial Institute meduim (medio Roswell Park Memorial Institute)s SegundosSca Stem cells antigen-1SCID Severe combined immunodeficiency (inmunodeficiencia combinada grave)
SD Standar Deviation (desviación estándar)SDS Sodium dodecyl sulfate (Dodecil sulfato sódico)SP Simple positivo (timocito CD4+CD8– o CD4–CD8+)
Tc Linfocito T citotóxicoTCR T Cell Receptor (Receptor de la célula T)TECs Thymic epithelial cells (Células tímicas epiteliales)Th Linfocito T helper (cooperador)Treg Linfocito T reguladorvs versus
WB Western BlotWT Wild type (tipo salvaje o cepa control)ZAP-70 Zeta-chain Associated Protein kinase 70 (Proteína asociada a Z de 70kDa)2m 2 microglobulina
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1. LINFOCITOS T Y SUS RECEPTORES DE ANTÍGENO
Los linfocitos T son un tipo de leucocitos responsables de coordinar la respuesta inmunitariacelular. También se ocupan de la cooperación para desarrollar distintas formas de respuestasinmune, como la producción de anticuerpos por los linfocitos B1. La denominación de estoslinfocitos como “T” se debe a que su maduración tiene lugar en el timo (órgano linfoide queconstituye uno de los controles centrales del sistema inmunitario del organismo).
El linfocito T se caracteriza por la presencia de un complejo multiprotéico en la membranaplasmática denominado receptor de antígeno de la célula T (complejo TCR/CD3 o TCR enadelante)2(Fig. I1). La respuesta inmune adquirida se sustenta, principalmente, en la capacidadde estos linfocitos para reconocer y discriminar entre una amplia gama de antígenos extraños3.Así, reconoce fragmentos de antígenos presentados por las células presentadoras de antígenoso dianas en el contexto de las moléculas de MHC propias4 y traduce esta afinidad en distintasrespuestas celulares5.
Se pueden diferenciar dos tipos de complejos TCR que se definen por su heterodímero TCR (αβo γδ)6, 7. De este modo, la población de células T está compuesta por dos subpoblaciones, lamayoritaria (90-95%) formada por linfocitos Tαβ8 y la minoritaria por Tγδ (1-10%)9. Elreconocimiento antigénico de ambas subpoblaciones también presenta sustancialesdiferencias; dentro de los linfocitos Tαβ cuando la molécula MHC de clase II presenta el antígeno,es el linfocito Th quién lo reconoce, mientras que el linfocito Tc hace lo propio en el contexto delas MHC de clase I10, aunque también se ha descrito una vía no clásica para el procesamiento ypresentación de lípidos y glicolípidos de diferentes orígenes denominada vía de CD111. Loslinfocitos Tγδ, sin embargo, pueden reconocer antígenos restringidos por MHC clásicas, noclásicas e incluso pueden unirse directamente a antígeno12. También se sabe que estos linfocitospueden ser activados para la producción de citoquinas sin necesidad de contacto antígeno-TCR(vía citoquinas)13, 14. Consecuentemente, la función de estos dos linajes es muy dispar: las célulasTαβ reconocen péptidos procesados y presentados por moléculas de histocompatibilidad,mientras que los linfocitos Tγδ pueden reconocer una amplia gama de antígenos incluyendoproteínas propias inducidas por estrés o infección en ratón e incluso lípidos. Por esta razón, loslinfocitos Tγδ constituyen para muchos un linaje innato de defensa15.
De cualquier manera, una vez que el TCR une antígeno, los heterodímeros αβ o γδ debencomunicar el reconocimiento de ligando a las subunidades de señalización CD3 mediante unmecanismo que no se conoce con exactitud en el que juegan un papel clave los dominios ITAM6,
16. Se han propuesto varios modelos para este mecanismo en los que cambios conformacionales,agregación del TCR, o ambos, serían responsables de iniciar esta señal6, 8, 17.
Figura I1. Receptores de antígeno del linfocito T (TCR) en el ratón. El antígeno interacciona con lascadenas TCR, permitiendo que las cadenas CD3 transmitan la señal activadora al interior celular. Dentrodel dominio citoplasmático de todas las cadenas CD3 se encuentran las regiones denominadas ITAM.
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Las células Tδ, descritas hace tres décadas18, siguen generando controversia en el estudio delas células linfoides9, 19. Junto con los linfocitos T y los linfocitos B son las únicas célulaspertenecientes al sistema inmunológico que son capaces de utilizar la recombinación somáticaV, (D), J para generar una elevada diversidad en su receptor antigénico de superficie. Además,su contribución diferencial está bien ilustrada por su variable representación en diferentesespecies y enfermedades20, 21. Los linfocitos Tδ son minoritarios comparados con los linfocitosT, como se ha dicho con anterioridad, pero a diferencia de estos últimos que se localizan enórganos linfoides secundarios, se encuentran localizados principalmente en superficiesepiteliales (aunque también se pueden encontrar en la mayoría de órganos linfoides). Ademásde no estar restringidos exclusivamente por MHC para reconocer antígeno, la variedad de losque reconoce es mucho más amplia que la de un TCR (MHC no clásicas, lípidos, proteínasproducidas por estrés etc.)22. Se sabe que estas células Tδ adquieren su capacidad efectoradurante su desarrollo embrionario en el timo, a diferencia de las células T, que lo hacen enperiferia tras entrar en contacto con antígeno en los órganos linfoides periféricos23. Este hechoexplica la capacidad de las células Tδ para la producción rápida de citoquinas (Fig. I2). Además,la cinética de transcripción de estas citoquinas es más rápida en comparación con las célulasT CD4+ o CD8+24. Por lo tanto, aunque tradicionalmente se han clasificado dentro del sistemainmune adaptativo, estas células en ciertas condiciones pueden comportarse como células delsistema inmune innato14. Por ello, los linfocitos Tδ han emergido en los últimos tiempos comoun tipo celular de gran importancia dentro del estudio de la respuesta frente a antígenosextraños, siendo una fuente principal de producción de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-25 e IL-1726 y de regulación de la expansión y reclutamiento de neutrófilos y monocitos parainiciar la respuesta inflamatoria27.
Figura I2. Cinética del desarrollo de la respuesta T. Tras su estimulación, las células Tδ son capaces deproducir IL-17 dentro de las primeras 60h. Las células T que encuentran un antígeno específiconecesitan al menos 5-7 días para desarrollar su función efectora. Adaptado de Chien et al., 20149.
En este contexto, las células Tδ productoras de IFN- participan en la respuesta protectora ainfecciones víricas28, bacterianas29 y de parásitos30, así como a tumores25, estando tambiénasociadas a la patogénesis de malaria grave31. Por otro lado, las células Tδ productoras de IL-17 son fundamentales en la defensa contra Mycobacterium tuberculosis y ListeriaMonocytogenes, entre otras infecciones27, 32, 33, pero también son un componente crítico enenfermedades autoinmunes como psoriasis34, 35, 36 y EAE37, 38, 39, y cáncer40.
36
   
  
       
                                                                                                             
                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
 
                                                                                                                        
              
                                                             

	Introducción
2.1. COMPROMISO DE LINAJE Tδ vs T
A pesar de las claras diferencias expuestas entre los linajes T y Tδ, se ha descrito que ambostipos celulares provienen de un progenitor común. Se cree que su origen se encuentra en losprecursores hematopoyéticos LSK (Lin– Sca+ cKit+) que se originan en la médula ósea y en hígadofetal, de allí pasan al torrente sanguíneo entrando en el timo por la unión cortico-medular dandolugar a los timocitos más inmaduros que serían CD4–CD8– (DN)41. Este progenitor común, puedesubdividirse a su vez en 4 estados de maduración diferentes, dependiendo de los marcadoresde expresión CD44 y CD25. DN1 (CD44+ CD25–), DN2 (CD44+ CD25+), DN3, (CD44– CD25+), DN4(CD44– CD25–) (Fig. I3), siendo en el estado DN2 donde comienza el reordenamiento de los lociTcrb, Tcrd y Tcrg y el final de DN3 donde pueden observarse las divergencias de linaje T yTδ41 (Fig. I3). El estado en el que el linaje Tδ se diferencia no se conoce con exactitud, aunqueparece que a partir de células DN3 solo se desarrollan células Tγδ IFN-+, lo que indicaría que lageneración de células Tγδ IL-17+ tiene lugar en la etapa DN242. En este proceso de diferenciaciónde linaje se ha demostrado con claridad que el TCR juega un papel fundamental, dirigiendo lacélula hacia un destino T o Tδ. Hasta 2005, dos modelos se habían postulado para entenderla decisión de linaje T o Tδ (instructivo vs estocástico). El modelo instructivo postula que estadecisión depende del isotipo de TCR que se reordene correctamente, si existe unreordenamiento productivo del pre-TCR (pTαβ) la célula se dirigirá hacia el linaje Tαβ y si sereordena el TCRγδ hacia el linaje Tγδ43. Sin embargo, el modelo selectivo o estocástico afirmaque la decisión se toma en estadios anteriores, previos a la expresión del TCR44. Con todo,algunos estudios, demostraron que se pueden obtener ambos linajes, T y Tδ modulando lacapacidad del TCRδ para generar señales débiles o fuertes respectivamente, usando untransgen TCRδ45, 46. Gracias a estos experimentos y al modelo de “la intensidad de la señal” através del TCR descrito por ellos se sabe que la señal del TCR es un determinante crítico para ladecisión del linaje final. Sin embargo, poco se sabe acerca del papel que juega el TCR y laintensidad de la señal en la diferenciación efectora posterior de las células Tδ en particular.
Figura I3. Diferenciación de los linfocitos Tδ en el timo. Los timocitos más inmaduros que se observanson CD4– CD8– (DN) que se pueden diferenciar secuencialmente en cuatro grupos dependiendo de laexpresión de los marcadores CD44 y CD25. El estado DN en el que el linaje Tδ se diferencia no se conocecon exactitud. El linaje T continúa hacía el estadio DP constituyendo aproximadamente un 80% deltotal de células de un timo normal, posteriormente aparecen las células SP4 y SP8 que se localizan en lamédula. También se sabe que en la corteza tímica las células DP condicionan a las DN y a las Tδ en trans.Adaptado de Pennington et al., 200541 y Blanco et al., 201447.
2.2. DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS Tδ EFECTORAS EN EL TIMO (IFN- vs IL-17)
A diferencia de las células T, los linfocitos Tδ adquieren su capacidad efectora en el timo9, 23 por lo que exhiben una plasticidad limitada en periferia (aunque no es nula48). En 2009 sedescribió que las células que expresan durante su desarrollo tímico CD27 en su membrana(miembro de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral), generalmente son aquellas
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capaces de producir IFN-, sin embargo, las células que producen IL-17 se ciñen al grupo deCD27–49, posteriormente se describieron otros marcadores asociados directamente con laproducción de estas citoquinas, como NK1.1 y CD12237 con IFN- y CCR650 con IL-17. Por lo tanto,los perfiles de citoquinas de las células Tδ periféricas están predeterminados principalmentepor un mecanismo que implica la señalización vía CD27 en el timo, además de otras señales parasu proliferación y supervivencia, como por ejemplo vía CD2851, 52.
Sin embargo, los mecanismos que controlan los estados de maduración y que dan lugar adistintos tipos de células efectoras no se conocen con claridad. El papel central del TCR en esteproceso de diferenciación funcional parece cada vez más relevante37, 53, sugiriendo un modelode dependencia del TCR para el destino efector de las células Tδ. Aunque algunos estudiosrecientes ponen en entredicho estas afirmaciones54: el modelo de independencia del TCR omodelo de predeterminación postula que el último destino efector de las células Tδ no estáinfluenciado por ninguna señal a través del TCR. Algunas observaciones que apoyan este modelose han descrito principalmente para las células Tδ con capacidad para producir IL-17. De hecho,sobre el total de células Tδ conocidas solo se han descrito un 1% de células Tδ con ligandosespecíficos 37, 55, así parece poco probable que la unión de ligando al receptor sea el únicomecanismo que genere una intensidad fuerte de señal a través del mismo. Esta suposición,también se apoya en la capacidad del TCRδ para generar señales de manera independiente alligando en timocitos DN37, 56, como se ha descrito extensamente para el pre-TCR (pTαβ)57 ydonde se ha definido como una “señal tónica”58.
2.2.1. Diferenciación dependiente de TCR
Así, diversos trabajos han postulado que la intensidad de la señal transmitida por el receptor demembrana, está relacionada directamente con la generación de células Tδ efectoras (IFN- vsIL-17) sin tener en cuenta una visión adaptativa vs innata de los linfocitos Tδ.
El primero de estos trabajos utilizó para estudiar el papel de la interacción ligando-receptor enla decisión del destino efector Tδ uno de los ligandos mejor conocido del TCRδ (la moléculaMHC no clásica de clase I, T10-T22 que es reconocida por los TCR transgénicos G8 y KN6). Paraello usaron un ratón 2mKO que expresaba G8 y KN6 (la molécula T10-T20, requiere 2m parasu expresión en superficie) y comprobaron que estos ratones presentaban idéntico número decélulas Tδ reactivas a T10-T22 que los ratones control G8 y KN6 (las células Tδ de estos ratonesson exclusivamente V459). Así, este hecho permitió el estudio de uno tipo específico linfocitosTδ que se desarrollan en presencia (ratones control) o en ausencia de su ligando (ratones2mKO). Se comprobó que, a pesar de no encontrarse diferencias en cuanto al número decélulas reactivas a T10-T22, los linfocitos Tδ que se desarrollaban en presencia de ligando erancapaces de producir IFN- tras estímulo del TCR y expresar marcadores de superficie asociadoscon su producción (como CD122 y NK1.1), mientras que las células que se desarrollaban enausencia de ligando producen IL-17 y no expresan estos marcadores asociados con la producciónde IFN-37.
Un análisis con conclusiones similares, se realizó sobre células DETC (V5+), que sondependientes de la expresión de Skint-1 en TECs para su desarrollo60, 61 y son capaces producirIFN-50. De hecho, los ratones portadores de una mutación en esta molécula presentan uncompartimento DETC muy difuso en la piel, ya que las células que se desarrollan en ausencia deSkint-1 adoptan particularidades similares al linaje efector IL-17 y cambian sus características de“localización” hacia el peritoneo y útero principalmente. Así, se vuelve a relacionar directamentela intensidad de la señal con la especificidad de linaje efector durante el desarrollo de las célulasTδ, pues se postula que una intensidad elevada de señal, tanto en el timo embrionario a día 16
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(Skint-1) como en el timo adulto (usando anticuerpo anti-TCRδ) activará el factor detranscripción Egr3 y este induce la diferenciación de los linfocitos Tδ hacia un destino efectorcon capacidad de producir IFN-. Al mismo tiempo se regula negativamente la expresión de Rorty Sox13 que son necesarios para la generación de células IL-17 efectoras62. Por el contrario enausencia de una interacción receptor-ligando fuerte (deficiencia de Skint-1 o ausencia deanticuerpo), la expresión de Rort se mantiene en el tiempo junto con la de Sox13 e inducen laadopción del destino efector IL-1761. Demostrando así como en el caso anterior que ladiferenciación de una célula Tδ puede ser alterada a través de cambios en la intensidad de laseñal recibida por el receptor. Por lo tanto este resultado sugiere que una señal débil a travésdel TCR (provocada por ausencia de ligando) dará lugar a la generación de células con capacidadpara producir IL-17, mientras que una señal más intensa a través del TCR (generada por unainteracción receptor-ligando fuerte) dará lugar a la adopción del destino efector IFN-61 (Fig. I4).
Figura I4. Modelo de diferenciación de las células Tδ efectoras dependiente del TCR. Las células TδCD27+ reciben una señal fuerte a través del TCR durante su desarrollo en el timo, y serán las células concapacidad para producir IFN-. Por su parte, las células Tδ CD27− aparecen por defecto durante eldesarrollo tímico, recibiendo únicamente una señal débil a través de su TCR y producirán IL-17. Adaptadode Hayday et al., 201161.
A pesar de estos datos, este modelo no explica, por ejemplo, que las células V6+ (con capacidadproducir IL-17) muestren evidencias de selección TCR CDR3 restringida63 o por qué la mayoríade las células Tδ de periferia son mayoritariamente productoras de IFN-, a pesar de que losligandos para células Tδ sólo se han descrito para el 1% de estas células64. También permanecesin responder, qué grado de la señal depende de la participación del ligando del TCR o de laspropiedades intrínsecas del propio receptor (estequiometria, tipo de señal transducida a travésdel mismo, etc.)
En la última década, se ha descrito otro subtipo de células efectoras que dependen del TCR parasu desarrollo, aunque presentan características propias de células innatas (células Tδ innate-like)23. Dentro de este grupo, por un lado tenemos los linfocitos Tδ que expresan/dependenPLZF y por otro aquellos que tiene una rápida capacidad de respuesta a diferentes citoquinas. Elprimero de estos grupos está restringido por: la expresión de V1.1+, marcadores NK (cómoNK1.1), expresión de IFN-+IL-4 y la dependencia variable del factor de transcripción PLZF. Laexpresión de este factor de transcripción también se ha relacionado directamente con unaafinidad alta de ligando, pues las células del ratón transgénico KN6 en presencia de ligando debaja afinidad T10d, no es capaz de adoptar un destino innato, mientras que en presencia de unligando de alta afinidad si (T10/T22)65. Del mismo modo que PLZF, el factor de transcripciónThPOK, también es inducible tras señal fuerte del TCR y se relaciona con la generación de célulasV1.1+ (la deficiencia de ThPOK debilita su generación)66. Por lo tanto, se puede interpretar queestas células (denominadas también Tδ NKT-like) son dependientes de una señalización fuertevía TCR para su desarrollo T dada su relación con la alta intensidad de la señal a través del TCR(PLZF, ThPOK, etc.) (Fig. I5). Por otro lado, para identificar el segundo grupo de células innatas
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	Introducción
como dependientes de señal fuerte vía TCR durante su desarrollo, se utilizó un modelo de ratóncon una mutación hipomórfica en ZAP-70 (molécula de activación tirosina quinasa próxima alTCR) que permite una reducción en la señal TCR de hasta el 90%67. Analizando las células Tδ deeste ratón, se observó un defecto en el desarrollo de las células productoras de IL-17 que eranCD44+ y que a su vez eran sensibles a activación con IL-23 e IL-1 e hiporeactivas a estimulacióna través del TCR en timo y periferia (su capacidad de respuesta es detectable únicamente aconcentraciones altas de anticuerpo). Consecuentemente, se puso de manifiesto la dependenciadel TCR en el desarrollo de un grupo de células Tδ con características innatas y capacidad paraproducir IL-17, lo que discute el modelo propuesto con anterioridad (Fig. I4). Posteriormenteplantearon si este fenómeno de hiporespuesta en periferia y dependencia del TCR durante eldesarrollo era una característica única de este grupo del células productoras de IL-17 o eraextensible a otros grupos de células Tδ innate-like. Para ello analizaron en piel una poblaciónde células Tγδ que es capaz de expresar receptores innatos de NKG2D en su membrana y quefue descrita con anterioridad (DETC), y se observó el mismo fenómeno que en las célulasproductoras de IL-17 CD44+. Por último fueron capaces de describir una población tímica concapacidad de producir IFN-, que era CD27+, capaz de responder a IL-12 e IL-18, y que ademásexpresa un marcador dependiente de señal característico, como es CD45RB (recordando así lascaracterísticas de señalización fuerte de las células Tδ NKT-like) y características dehiporespuesta. Esto les permitió establecer un nuevo papel del TCR durante el desarrollo de lascélulas Tγδ con características innatas, pues a diferencia del papel normal de activación en laperiferia del TCR (impronta adaptativa) en este caso jugaría un papel cómo punto de controldurante el desarrollo para permitir a estas células adquirir las características innatas (rápidarespuesta a citoquinas). Después de este ejercicio de control, estas células bajarían su nivel derespuesta a estímulos a través del TCR (hiporespuesta) y el papel del TCR sería únicamente decontrol del ambiente con capacidad para responder en situaciones de estrés elevado (altaconcentración de ligando) permitiendo así colaborar con la respuesta innata típica de estascélulas descritas. De esta manera, diversos trabajos han postulado durante los últimos años37, 61 que la intensidad de la señal a través del receptor de membrana, de la más débil a la más fuerte,está relacionada directamente con la generación de células Tδ IL-17, IFN e innatas,respectivamente (Fig. I5).
Figura I5. Modelo de la intensidad de la señal TCR para determinar el compromiso de linaje Tαβ vs Tγδy la diferenciación Tγδ efectora. La bifurcación Tαβ y Tγδ ocurre en el estado DN3 del desarrollo T. Lascélulas DN3 que han reordenado una cadena funcional β, reciben señales pre-TCR débiles y se conviertenen células DP Tαβ.Después, el reordenamiento de la cadena TCRα y la selección positiva, aumentan de lafuerza de las señales TCRαβ lo que afectará a la diferenciación de las células CD8+, CD4+, NKT, y las célulasTreg. Las células DN3 que han reordenado cadenas TCR y TCRδ funcionales, reciben señales fuertes víaTCRγδ y se dirigen hacia la selección Tγδ (células DN). El incremento de la intensidad de la señales TCRγδ,marcará los diferentes destinos de la función efectora. Las señales débiles inducen la producción de IL-17,señales fuertes inducen IFN-γ y las señales más fuertes son inductoras de células Tδ innate-like. Adaptadode Zarim et al., 201468.
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	Introducción
Basándonos en esta diferenciación y en la dependencia del TCR para el estímulo de la célula Tpodemos establecer tres grupos claros de linfocitos Tδ efectores: Primero, células que soncapaces de producir IL-17 tras estimulación a través de su TCR (IL-17 inducibles), son célulasCD27– que tras inmunización y estimulación prolongada a través del TCR (48-60h) son capacesde inducir la expresión de CCR69, 69, producir IL-17 y salen del timo cómo CD44low70. Segundo,células productoras de IFN- (CD27+) que también responden a estímulo a través del TCR y queprincipalmente son CD122+37. Tercero, un grupo emergente que todavía es objeto de estudioconocido como células Tδ innate-like14, 23, que engloba todas las células que son capaces deresponder a estímulos innatos y que dependen en menor medida del TCR para su estimulacióntras maduración (aunque el papel del TCR durante su desarrollo genera controversia en laactualidad37, 71). Igual que las células de impronta adaptativa, descritas anteriormente, lascélulas con características innatas también se pueden subdividir en productoras de IL-1714 (CD27– CD44+) e IFN- (DTEC61, NK1.153, 72) y presentan en ambos casos una elevada expresiónde CD44, lo que podría sugerir que han recibido algún tipo de señal a través de su TCR duranteel desarrollo, al tratarse de un marcador de experiencia antigénica.
2.2.2. Diferenciación independiente de TCR
A pesar de que está generalmente aceptado el papel del TCR como un elemento central dentrode la diferenciación efectora de células Tδ, algunos datos recientes sugieren que ladiferenciación hacia un tipo efector característico es independiente del TCR y su señalización, loque indicaría que es un proceso previo a la expresión del TCRδ.
Esta teoría se apoya especialmente en el estudio del desarrollo de las células Tδ productorasde IL-1754, 73. En este contexto, se realizó un extensivo perfil de expresión génica en células Tδinmaduras (CD24+) clasificándolas según los diferentes elementos V expresados. Los autoresseñalan en este punto, que estas células por el hecho de ser inmaduras no han recibidoinfluencia de la señalización vía TCR. Asumiendo esto como cierto, se demuestra que las distintasV de las células Tδ se pueden agrupar en función de los factores de transcripción que expresan(por ejemplo las células V4+ productoras de IL-17 necesitan para su generación una red defactores de transcripción compuesta por Sox13, Sox4, Tcf1, Lef1) lo que supone que el perfilgénico característico de cada subgrupo efector está presente antes de la entrada en escena delTCR, estos autores también añaden que la gran mayoría de las células Tδ no interaccionan conligando conocido durante su desarrollo37. Sin embargo, a pesar del fenotipo inmaduro de estascélulas no se ha demostrado que por ser CD24+ no hayan tenido contacto con antígeno y que noestén influenciadas por la señalización vía TCR. Además de estos datos basados en el perfilgénico de las células Tδ, hay otros que apoyan la independencia de la diferenciación efectorade las células Tδ de la señalización vía TCR. Por ejemplo, se ha descrito que en ausencia de Hes(un represor transcripcional regulado por Notch) hay una disminución en el desarrollo de célulasTδ productoras de IL-17 en el timo fetal. Lo que demuestra que la vía de señalización de Notch,juega un papel fundamental en el desarrollo de estas células74. Sin embargo, algunos autores serefieren a esta señalización vía Notch como una vía complementaria a la del TCR, donde unaseñal débil vía TCRδ se puede complementar con una señal vía Notch para generar células Tδcon capacidad de producir IL-17, mientras que una señal fuerte a través del TCRδ dará comoresultado, células con capacidad para producir IFN-61, 74, 75. Recientemente se ha descrito que elambiente puede ser otro factor diferencial en el desarrollo de estos linfocitos (en este casonuevamente productores de IL-17) y que sea independiente del TCR. Para ello se ha comprobadoque estas células no son capaces de desarrollarse en un timo adulto, por lo que necesitan untimo embrionario y progenitores fetales para su desarrollo76. Además se pone de manifiesto quela IL-17 producida por las células Tαβ juega un papel regulador negativo en el desarrollo de estascélulas, pues si se bloquean las células Tαβ productoras de IL-17, sería posible el desarrollo de
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linfocitos Tδ productores de IL-17. Por lo tanto, se sabe que hay un tipo celular específico quetiene capacidad para producir IL-17, las células que expresan V6, que únicamente se desarrollanen una ventana temporal específica. Esta onda temporal se circunscribe al timo embrionario(alrededor de E16/17) y la necesidad de ser generadas a través de precursores embrionarios,pues se demostró que los precursores adultos son incapaces de generar estas células76. El restode células con capacidad para producir IL-17, como podrían ser las V4+, son generadas despuésdel nacimiento y se mantienen en adultos por auto-renovación76.
2.2.3. Ondas de diferenciación tímica vs destino Tδ efector
Cada vez existen más evidencias de que la diferenciación funcional de las células Tδ estáestrechamente ligada con el uso de los distintos elementos V. Se ha demostrado, por ejemplo,que existe una clara divergencia en la red genética entre las poblaciones productoras de IL-17(V6+ y V4+) y las productoras de IFN- (V1+ y V5+)54. Además, se sabe que en órganos linfoidesperiféricos, donde un gran número de las células Tδ son V1+ y V4+, la mayoría de Tδproductoras de IFN- serán V1+, mientras que la las células que producen IL-17 se caracterizanpor ser mayoritariamente V4+49, 77, 78. Por lo tanto, parece obvio pensar que los modelosmonoclonales estudiados no sean la mejor herramienta para poder abordar esta pregunta(debido al sesgo que podría conllevar el uso de una única cadena V). En este contexto se conoceel tiempo en el que tiene lugar esta diferenciación funcional en el timo y que está estrechamenteregulada por el uso de estos V79 (Fig. I6), en lo que se conoce como ventanas/ondas dediferenciación tímica de las células Tδ. Así por ejemplo, las células V5+ son únicamentegeneradas alrededor del día E15/16 y son capaces de producir casi exclusivamente IFN-,mientras que dos días después el timo embrionario será capaz de producir únicamente unanueva onda de células Tδ asociada con el uso V6 con capacidad exclusiva para generar IL-17,como se ha descrito en el capítulo anterior (sin rastro de células V5+). Estas ventanas estándefinidas por la composición molecular del ambiente tímico (TCR, correceptores del TCR ycitoquinas) y juegan un papel fundamental en el desarrollo de los linfocitos Tδ76. Así, sediferencian al menos cinco subgrupos que son producidos y exportados por el timo en diferentesperiodos del desarrollo (fetal, neonatal y adulto) y aunque no se superponen directamente conel uso exclusivo de un V concreto, con el tiempo sí que guardan cierta relación (Fig. I6).
Figura I6. Desarrollo funcional de las células Tδ. Inspirándose en el modelo de Carding y Egan15, se ilustracómo se producen y exportan desde el timo las subpoblaciones de células Tδ durante la ontogenia. Lascinco subpoblaciones se definen por su capacidad funcional combinada con el uso de genes Vγparticulares, conformando así distintas ondas de diferenciación en el timo. Adaptado de Haas et al.,201276 y Prinz et al., 201370.
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3. LINFOCITOS Tδ EN RATONES DEFICIENTES DE Cd3 Y Cd3δ
Cómo se ha detallado con anterioridad en la capítulo 1 de la Introducción, los linfocitos Treconocen antígenos a través de un complejo de superficie celular6, denominado TCR, queparece ser clave para entender el desarrollo de estos linfocitos Tδ. En este contexto, se hangenerado diversos ratones deficientes de Cd3 (Fig. I7) y se han estudiado pacientes deficientesde esta proteína80, 81 con el objetivo de entender el papel de cada cadena dentro del complejo yen el desarrollo del linaje T. Esta tesis ha utilizado la información aportada por estos estudios enhumanos y ratones para alterar la disponibilidad de cadenas CD3 en el ensamblaje y transportea la membrana del receptor y así disminuir la cantidad de complejo en la superficie en ratón.
3.1. DEFICIENCIA ABSOLUTA DE Cd3
El TCR (αβ o γδ) necesita la ayuda de los dímeros CD3 (CD3ε y CD3δε) y un sólo homodímero ζζinvariante (CD247) para desencadenar la respuesta celular82, 83. El heterodímero CD3 consiste enun conjunto de cadenas invariantes que se agrupan de manera no covalente y ayudan, por unlado, a expresar las cadenas TCR y por otro, a transmitir al interior celular la señal dereconocimiento6. Se sabe, que este complejo TCR se ensambla en el RE en humanos84, 85, 86 yratones87 y posteriormente se exporta a la superficie celular87. Es importante destacar que lascadenas que forman el TCR sufren modificaciones post-transcripcionales que incluyen laformación de puentes di-sulfuro y la adición de azúcares (glicosilación) en el RE y aparato deGolgi88, 89, 90. La estequiometria del TCRαβ/CD3 de membrana, es la misma en humanos y ratones(TCRαβ/CD3εδεζζ)91, pero la del TCRδ/CD3 es diferente. En ratón, no incorpora CD3δ(TCRδ/CD3εγεζζ), pero sí en humanos (TCRδCD3εδεζζ)7, aunque si se sintetiza en amboscasos82.
La ausencia de CD3δ en ratones refleja parcialmente la situación humana: severa linfocitopeniaTαβ con un bloqueo en DP (en humanos bloqueo en DN) y disminución severa de la expresiónTCRαβ en la superficie celular, asociado con características de SCID y letalidad92, 93. Pero,mientras que los humanos deficientes de CD3δ carecen de células Tγδ, los ratones deficientesde CD3δ supuestamente no presentan ningún defecto en el desarrollo de este linaje, debido ala diferente estequiometria entre el ser humano y ratón TCRγδ7, 82 (Fig. I1). Aunque, parece quesí tienen reducida la expresión del TCRγδ, como se puede observar en el artículo original dondese describieron estos ratones deficientes de CD3δ y donde nunca se abordó este aspecto de lafuncionalidad de la cadena CD3δ94.
La deficiencia de CD3γ permite el desarrollo de las células Tδ en humanos95 (se seleccionan unnúmero considerable de células Tδ que expresan niveles altos de TCRδ7, aunque con unaestequiometria anormal, TCRδ/CD3δεδεζζ y una asociación deteriorada de CD24796), pero noen ratones (presentan un bloqueo en el desarrollo de las células Tδ97). Los diferentes fenotiposde células Tδ entre humanos y ratones deficientes de CD3γ pueden explicarse por lasdiferencias en la composición del TCRδ7. Los TCRδ humanos contienen CD3γε y CD3δε (al igualque TCRαβ), mientras que los TCRδ de ratón sólo contienen dímeros CD3γε82 (Fig. I1). De hechola cadena CD3δ humana, pero no la de ratón, es capaz de reconstituir la expresión de TCR en elratón deficiente de CD3γ y CD3δ98, lo que sugiere importantes diferencias estructurales y/ofuncionales entre la cadena CD3δ de ratón y humana durante desarrollo de las células Tδ. Así,CD3δ humano es capaz de aportar una impronta de señalización crítica que puede imitar lacadena CD3γ de ratón. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren un papel diferente para
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	Introducción
CD3δ en humanos y ratones en relación con el TCRδ durante el desarrollo de células T. Sinembargo, los mecanismos de selección y expansión de linfocitos pueden diferir entre lasespecies, ya que algunas inmunodeficiencias muestran también grandes diferencias encomparación con los modelos de ratones2. De este modo, los TCRαβ y TCRδ de ratón difierendrásticamente en su estequiometria, pues no incorporan ningún dímero CD3δε sino, dosdímeros CD3γε7. Aunque se sabe que las células Tγδ sí que son capaces de sintetizar esta cadenaCD3δ (dímeros) dejando abierta la posibilidad de que tengan un papel crítico en la conformacióny estabilidad del complejo TCRγδ en ratones82.
Figura I7. Bloqueo del desarrollo tímico causado por deficiencias de TCR y CD3 en el ratón. Se ilustra losdiferentes puntos del bloqueo en el desarrollo de los linfocitos T en el timo (derecha) causado por ladeficiencia de componentes del pre-TCR y TCR. Las líneas continuas indican bloqueo total, mientras quelas líneas discontinuas indican bloqueo parcial. A la izquierda se muestran los momentos del desarrollodonde comienzan a expresarse los distintos componentes del pre-TCR y TCR. Adaptado de Wang et al.,199999.
3.2. HAPLOINSUFICIENCIA DE Cd3
En los últimos años se han analizado varios individuos portadores de mutaciones causantes deinmunodeficiencias de CD3γ y CD3δ basándose en los resultados obtenidos en los deficientestotales100 (Fig. I8). Aunque se trata de familiares clínicamente sanos, se ha observado quepresentan defectos parciales de expresión del TCRαβ y TCRγδ100, 101 que se correlacionan condefectos funcionales selectivos del TCR, tal como se ha descrito en otras inmunodeficiencias yratones deficientes102. Por ejemplo los ratones heterocigotos para la mutación de la proteínatirosín fosfatasa de la célula T (TC-PTP/PTPN2) que ocasiona patología letal en ratones, aunquesobreviven, presentan distintas alteraciones como el incremento de los niveles de ARNm paradistintas citoquinas o colon inflamado103. Sin embargo no se ha descrito ningún defecto enratones haploinsuficientes para CD3, aunque los datos en humanos dejan la puerta abierta a unposible efecto no descrito aún en estos ratones. Por esta razón, intentamos aprovechar las ideasdescritas con anterioridad en estos trabajos para posibilitar la generación de un ratón quetuviera afectada selectivamente la expresión del TCRγδ vía interferencia genética de suscomponentes.
44
   
  
 
                                                                             

	Introducción
Figura I8. Haploinsuficiencia de Cd3g en humanos. Análisis PAGE-SDS de inmunoprecipitados obtenidosa partir de lisados después del marcaje metabólico de líneas de células T del paciente deficiente de CD3γ,hermano, padre y madre. Los antisueros utilizados fueron suero normal de conejo como control negativo(N), anti-CD3δ (δ), anti-CD3ε (ε), anti-CD3 (ζ), y anti-CD3γ (γ), y como referencia (C) se muestra anti-β2M,12 kDa. Las posiciones de las diferentes cadenas se indican a la derecha100.
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Dentro del estudio de las células Tδ, nos propusimos entender el papel del TCR y laintensidad de su señal transmitida en el desarrollo en el timo de los linfocitos efectores Tδpro-inflamatorios (productores IFN- vs IL-17).
OBJETIVOS ESPECÍFICOS
Usando un modelo novedoso de ratones haploinsuficientes dobles para CD3 y CD3δ(CD3DH) se proponen como objetivos particulares los siguientes:
- Análisis comparativo de la expresión y señalización del TCRαβ y TCRδ
- Caracterización en el timo del desarrollo de los linfocitos Tαβ y Tδ
- Estudio de la diferenciación en el timo de los subtipos de linfocitos Tδ efectores(productores de IFN- o IL-17) y análisis transcripcional de los genes implicados
- Caracterización de los subtipos de linfocitos Tδ efectores y su relevancia en eldesarrollo de patología en un modelo de malaria cerebral
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1.1. MODELOS ANIMALES 
Para generar los modelos estudiados en este trabajo, se utilizaron ratones C57BL/6 control (en 
adelante ratones control o Control) procedentes de los laboratorios Charles Rivers y ratones 
deficientes de las distintas cadenas CD3 (en adelante KO). Los ratones deficientes de Cd3g 
(CD3yK0)97, fueron cedidos por el Dr. D Kappes (Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, EEUU). 
Por su parte, los ratones deficientes de CD3d (CD3cSK0)94 fueron cedidos por el Dr. lmmanuel 
Luescher (Ludwig lnstitute for Cancer Research, Lausanne, Suiza). Para los experimentos con 
ECM se utilizaron ratones deficientes de células TycS (TCRcSK0)104 cedidos por Dr. Bruno Silva­
Santos (Instituto de Medicina Molecular, Lisboa, Portugal). Todos los ratones fueron criados y 
mantenidos en las instalaciones específicas de animales libres de patógenos del Instituto de 
Medicina Molecular (Lisboa) y Animalario de la Universidad Complutense (Madrid). Todos los 
experimentos con animales se realizaron en cumplimiento de las leyes y directrices 
institucionales y fueron aprobados por los comités de ética locales (en el caso de la UCM, el 
Comité Ético de Experimentación Animal de la Universidad Complutense de Madrid, Madrid). 
En todos los casos los ratones se mantuvieron separados por genotipo y sexo. Hasta su 
procesamiento, se proporcionó agua y una dieta ad líbitum de composición normal para roedor. 
Las crías se diferenciaban de la madre por tamaño a los 20 días del nacimiento, cuando se 
producía el destete y cambio de jaula. Los ratones adultos fueron utilizados entre 4-10 semanas 
de edad. 
TABLA Ml: RATONES 
Deficiencia 
CD3cSKO 
Fondo genético ES 129 SVJ en blastocistos BL/6 C57BL/6 
1.1.1. Haploinsuficiencia simple de Cd3 (SH) 
Los ratones heterocigotos simples se obtuvieron cruzando hembras control de más de 7 
semanas de edad con machos KO para cada cadena CD3 de 6 a 10 semanas de edad. 
1.1.2. Haploinsuficiencia combinada de Cd3 (CD3DH) 
Los ratones heterocigotos dobles (CD3DH) se obtuvieron cruzando hembras CD3cSKO de más de 
7 semanas de edad con machos CD3yKO. 
1.1.3. Embriones (embarazos programados) 
Para poder estudiar el proceso tímico de las células TycS en diferentes momentos del desarrollo 
del ratón, se establecieron unas pautas que nos permiten conocer con exactitud el momento de 
gestación de cada embrión (embarazos programados o cronometrados). Se colocaron el macho 
y hembra juntos (en la jaula del macho) a última hora de la tarde y a la mañana siguiente, a 
primera hora se chequeaba el posible tapón vaginal de las hembras y se separaban. Este tampón 
se compone de secreciones coaguladas masculinas y por lo general persiste durante 8-24 h 
después de la cópula en la vagina de la hembra. La presencia de un tapón vaginal no garantiza 
el embarazo: sólo indica que se produjo la actividad sexual, pero las hembras con tapón vaginal 
se marcaron para poder evaluar su posible embarazo. Si la hembra está embarazada, el primer 
53 
y 
primarios órganos completo 
Materiales métodos 
día de gestación se considera que es el día después de que se encuentra el tapón. Los machos y 
hembras se colocaban juntos una vez por semana (preferiblemente el mismo día cada semana) 
para poder diferenciar de una manera adecuada tras 14 días las hembras embarazadas de las 
no embarazadas y poder ponerlas nuevamente en cruce. 
1.1.4. Quimeras de médula ósea 
Para poder realizar un estudio de reconstitución competitiva, ratones RAG2KO y TCRcSKO se 
irradiaron letalmente (900rad) y al día siguiente se les inyectó (intravenosamente) un total de 
107 de células mixtas de médula ósea (1:1 o 1:9) de origen control (WT.Thy-1.1) y CD3DH 
(CD3DH.Thy-1.2.) Los ratones quiméricos se conservaron en tratamiento con antibiótico en agua 
(2% Bactrim) durante las 4 primeras semanas tras la irradiación. Se mantuvieron durante 6 
semanas en el animalario con agua y dieta ad libítum de composición normal para que 
reconstituyeran su compartimento hematopoyético antes de que se procesaran los órganos 
para el análisis de citometría de flujo. 
1.2. CÉLULAS 
TABLA M2: CÉLULAS 
Nombre Descripción Medio crecimiento 
Linfocitos/timocitos T Extraídos de linfoides RPMI 
OP9-DL1 Línea celular de estroma de ratón que DMEM completo 
expresa Delta-like 1 
1.3. APARATOS, CONSUMIBLES Y KITS 
TABLA M3: APARATOS,CONSUMIBLES Y KITS 
Aparato Empresa 
Aislador celular Aria 1 BD Bioscience 
Aislador celular Aria 111 BD Bioscience 
Citómetro de flujo Accuri BD Bioscience 
Citómetro de flujo FACScalibur BD Bioscience 
Citómetro de flujo Fortessa 11 BD Bioscience 
lrradiador Gammacell 1000 Nordion 
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer Thermo Scientific 
Odyssey® Fe U-COR 
Unidades de electroforesis Bio-Rad 
Unidades de transferencia Bio-Rad 
ViiA 7 Real-Time PCR system Life Technologies 
Consumible Empresa 
Agujas 21G Becton-Dickinson 
Filtro 40µm BD Falcon 
Filtro 70µm BD Falcon 
Guantes Sempermed 
Jeringas Becton-Dickinson 
Membranas de PVDF Millipore 
Pipetas 3 mi desechables Nunc 
Placas de 24 pocillos fondo plano Nunc 
Placas de 6 pocillos fondo plano Nunc 
Placas de 96 pocillos fondo plano Nunc 
Placas de 96 pocillos fondo redondo Nunc 
Placas de cultivo celular Nunc 





Puntas micropipetas Eppendorf 
Tubos 1'5 mi Eppendorf 
Tubos 15 mi Nunc 
Tubos de citómetro Nirco 
Kit Empresa 
cDNA kit Roche 
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer eBioscience 
RNeasy Mini kit Qiagen 
1.4. ANTICUERPOS PARA CITOMETRÍA 
TABLA M4: ANTICUERPOS PARA CITOMETRÍA 
Especificidad Clon Fluorocromo lDB_ID (ldentific): Origen 
CD3 145.2(11 PerCPCyS.5 lDB-001-0000264176 eBioscience 
CD3 17A2 APC-Cy7 lDB-001-0000263478 eBioscience 
CD3 145.2C11 Sin conjugar lDB-001-0000264178 eBioscience 
CD3 17A2 Sin conjugar lDB-001-0000226069 eBioscience 
CD4 GKl.5 FITC lDB-001-0000263406 eBioscience 
CD4 RM4-5 PerCPCyS.5 lDB-001-0000884856 eBioscience 
CDS 53-7.3 PE lDB-001-0000263310 eBioscience 
CD8 53.6.7 APC-Cy7 lDB-001-0000263248 eBioscience 
CD24 Ml/69 PB lDB-001-0000263563 eBioscience 
CD25 PC61 Pe-Cy7 lDB-001-0001017649 eBioscience 
CD25 PC61 APC lDB-001-0001111370 eBioscience 
CD25 PC61 APC-Cy7 lDB-001-0001111736 eBioscience 
CD27 LG.7F9 PE lDB-001-0000840049 Biolegend 
CD27 LG.7F9 Pe-Cy7 lDB-001-0001111490 eBioscience 
CD27 LG.3A10 PerCPCyS.5 lDB-001-0000840053 Biolegend 
CD27 LG.7F9 APC lDB-001-0000840051 Biolegend 
CD44 IM7 PE lDB-001-0000262159 eBioscience 
CD44 IM7 PerCPCyS.5 lDB-001-0000838541 Biolegend 
CD45RB 16A PE lDB-001-0000869761 BDPharmigen 
CD62L MEL-14 APC lDB-001-0000263293 eBioscience 
CD69 H1.2F3 APC lDB-001-0000264162 eBioscience 
CD73 AD2 PE lDB-001-0000873094 BDPharmigen 
CD122 TM-`1 FITC lDB-001-0000263783 eBioscience 
CD122 TM-`1 FITC lDB-0010000839954 Biolegend 
TCRó GL3 PE lDB-001-0000264125 eBioscience 
TCRó GL3 PerCPCyS.5 lDB-001-0000862611 Biolegend 
TCRó GL3 BV421 lDB-001-0000862613 eBioscience 
Vyl 2.11 APC lDB-001-0001061965 Biolegend 
Vy4 U0-10A6 FITC lDB-001-0000884592 BDPharmigen 
IFNy XMGl.2 PE lDB-001-0001110823 eBioscience 
IL17A TC11.18H10.1 PB lDB-001-0000845132 Biolegend 
NKl.1 PK136 Pe-Cy7 lDB-001-0000263921 eBioscience 
ERK XMGl.2 PE lDB-001-0000869045 BDPhermigen 
AKT M89-61 PE lDB-001-0000871760 BDPhermigen 






1.5. OTROS REACTIVOS 
TABLA MS: REACTIVOS 
Reactivo Empresa 
Acrilamida/Bisacrilamida Sigma-Aldrich 
Antibiótico /antimicótico (penicilina G lOOU/ml, estreptomicina 100 µg/ml 




Azul de tripano lnvitrogen 
Bactrim Roche 
Biotina (sulfo-NHS-LC-biotina) Thermo Scientific 
Blocking buffer o solución de bloqueo (anti-CD16/CD32) eBioscience 
Brefeldina A Sigma 
BSA Sigma-Aldrich 
CFSE Sigma-Aldrich 




FCS GE Healthcare 
Fluo-4/AM Sigma-Aldrich 
HBSS Gibco 







Leche en polvo desnatada Bio-Rad 
Lympholyte (ficoll para ratones) Cedarlane 
Metanol Gerber-Labo 
PBS 10x Gibco 
PMA Sigma-Aldrich 
RBCLbuffer Biolegend 
RPMI 1640 Lonza 
sos Sigma-Aldrich 
Tampón de carga 2x reductor para WB Sigma-Aldrich 
TEMED Sigma-Aldrich 
Tween 20 Sigma-Aldrich 
-mercaptoetanol Sigma-Aldrich 
1.6. MEDIOS, TAMPONES Y SOLUCIONES 
TABLA M6: MEDIOS, TAMPONES Y SOLUCIONES 
Nombre Composición Aplicación 








DMEM enriquecido 20% FCS Cultivos OP9-DL1 
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1% antibióti i icótico/ant m co0,1% GentamicinaHBSS completo + Ca2+ 10% FCS1% Glu Medición calcio intracelularHBSS completo sin Ca2+ 10% FCS1% Glu Medición calcio intracelularRPMI completo 10% FCS1% antibiótico/antimicótico0,1% Gentamicina
Cultivos celulares
Tampón de electroforesis 25 mM Tris192 mM Glicina0,1% SDS
SDS-PAGE
Tampón de lisis (NP40) 1% NP-4050 mM Tris-HCl pH 7.4100 mM NaCl10% Glicerol2 mM MgCl21 mM PMSF1 mM Na3VO425 mM NaF1x inhibidores de proteasas
Preparación de extractoscelulares
Tampón de transferencia 25 mM Tris192 mM Glicina20% Metanol
SDS-PAGE
Gel separador 10-18% Acrilamida0,1% SDS375mM TRIS0,1% APS0,04% Temed
SDS-PAGE
Gel concentrador 4,5% Acrilamida0,1% SDS125mM TRIS0,1% APS0,1% Temed
SDS-PAGE
PBS-T PBS0,01% Tween2 Western BlotTampón de lisis (NP40) 1% NP-4050 mM Tris-HCl pH 7.4100 mM NaCl10% Glicerol2 mM MgCl21 mM PMSF1 mM Na3VO425 mM NaF1x inhibidores de proteasas
Preparación de extractoscelulares
Tampón de transferencia 25 mM Tris192 mM Glicin20% Metanol
SDS-PAGE
57
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1.7. HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS 
TABLA M7: HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS 
Programa Aplicaciones 
lnDesign CS4 (Adobe) Maquetación y edición de texto 
ldegreebio.org Uso de anticuerpos monoclonales 
Cell Quest Pro (BD bioscience) Adquisición de datos de citometría de flujo 
Diva (BD bioscience) Adquisición de datos de citometría de flujo 
Endnote XS (Thomson Reuters) Gestor bibliográfico 
Excel (Microsoft) Análisis de datos, estadística y diseño de gráficas 
FlowJo (Tree Star) Análisis de datos de citometría de flujo 
GraphPad Prism (GraphPad) Análisis de datos, estadística y diseño de gráficas 
lllustrator CS4 (Adobe) Diseño de figuras 
lmage Studio (U-COR) Adquisición y análisis de imágenes de WB 
ViiA 7 software vl.2 Análisis de los resultados de PCR cuantitativa 
R Sohware libre para computación y gráficos estadísticos 
Word (Microsoh) Maquetación y edición de texto 
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Materiales y métodos
2. MÉTODOS
2.1. BIOLOGÍA CELULAR EX VIVO
2.1.1. Aislamiento de órganos
Los animales de 4 a 8 semanas de edad se sometieron a eutanasia para extraer el timo, bazo ylos ganglios linfáticos axilares y poplíteos, se mantuvieron las condiciones de esterilidaddependiendo del tipo de análisis. La sangre venosa por su parte se obtuvo del seno retro-auricular y fue dispensada en tubos con heparina como agente anticoagulante. Los diferentesórganos se colocaron en medio RPMI completo donde fueron macerados y filtrados a través deun poro de 40μm para eliminar agregados. Una vez filtrados, y tras lavar de nuevo con RPMIcompleto las células de timo y de ganglios estaban listas para el estudio. En el caso de las célulasde bazo y linfocitos de sangre periférica, hubo que lisar los eritrocitos presentes utilizando eltampón RBCL durante 5 minutos a temperatura ambiente para su posterior análisis omanipulación.
2.1.2. Citometría de flujo y aislamiento celular
Las muestras se adquirieron usando el FACS Fortessa (8/10 colores) con el programa deadquisición de datos DIVA. Estos datos fueron analizados posteriormente con el software FlowJo(Tree star). En los casos que se hayan utilizado células vivas para realizar un análisis posterior(cuando se indique), estas fueron aisladas electrónicamente con el uso de FACSAria. En todoslos experimentos de citometría de flujo se acotó la región de linfocitos según el tamaño y lacomplejidad de las células de interés. En todos los casos se usaron controles de isotipoadecuados para determinar la tinción basal y la medida de intensidad de fluorescencia que seusa en esta tesis es la media aritmética (MFI).
Marcaje extracelular: Para la tinción de superficie celular, se tomaron 0,2-0,3x106células/marcaje y se lavaron en 200μl de PBS-0,5% BSA. Las tinciones se realizaron en unvolumen final de 50μl a concentraciones saturantes de los anticuerpos indicados (Tabla M4), lasdiferentes muestras se incubaron a 4°C durante 30 min tras lo cual, se lavaron con PBS-0,5% BSApor dos veces.
Marcaje intracelular: Para la tinción intracelular, las células se fijaron y permeabilizaron con elkit “Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer” durante 15-30 min a 4°C en cada paso y enpresencia de anti-CD16/CD32 (solución de bloqueo). Finalmente se incubó durante 1 hora atemperatura ambiente con los anticuerpos específicos en tampón de permeabilización tras locual, se lavó con PBS-0,5% BSA por 2 veces.
2.1.3. Análisis funcional
2.1.3.1. Producción de citoquinas
Para evaluar la producción de citoquinas, las células fueron estimuladas con PMA (50ng/ml) eionomicina (1μg/ml), en presencia de Brefeldina A (inhibidor del transporte celular) (10μg/ml)durante 3-4h a 37 °C. Después, las células se lavaron y tiñeron para los marcadores de superficiecelular estimados. Posteriormente, se continuó el protocolo indicado para tinción intracelularcon los anticuerpos anti-citoquinas específicos, hasta la fijación de las células, todos los pasos
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se realizaron en presencia de Brefeldina A (10 μg/ml) para impedir que las células expulsen lascitoquinas que sinteticen, haciendo que se acumulen en su interior.
2.1.3.2. Eventos de activación celular
- Como medida de activación temprana, se utilizó la inducción de la expresión en membranade las proteínas CD69 y CD25 tras activación con anticuerpo. Las células se incubaron a 37°Cdurante 24h en placa con anti-CD3 (10μg/ml) pegado en sus pocillos a una concentraciónde 1x106 células/ml en RPMI completo y se analizaron por citometría de flujo. Para unir elanticuerpo a placa se incubaron 100μl de anti-CD3 (10μg/ml) en pocillos de una placa p96o/n a 37°C.
- Para las evaluar la fosforilación de moléculas dependientes de la activación del TCR, lascélulas de ganglios linfáticos aisladas se estimularon durante 5 min a 37°C y en agitacióncon anti-CD3 soluble (10μg/ml), tras lo cual se continuó el protocolo indicado para tinciónintracelular con los anticuerpos anti-moléculas fosforiladas específicas, intentando quetrascurriera el menor tiempo posible entre el estímulo y la fijación.
- Para la determinación del calcio intracelular se utilizó el indicador Fluo-4/AM, que es underivado éster del fluo-4 no fluorescente y permeable a la membrana celular. Una vezdentro de la célula es hidrolizado y se convierte en un compuesto impermeable a lamembrana plasmática emitiendo fluorescencia al unirse a los iones de Ca2+ (emite a 526nm). Aproximadamente 0.5x106 células se lavaron e incubaron con Fluo-4AM (10M, 45min, 37°C en agitación) en medio HBSS sin Ca2+. Posteriormente las células se lavaron conHBSS+Ca2+ y se resuspendieron en este mismo medio, se realizó un marcaje extracelularcomo los descritos y se preincubó en hielo con 10g/ml de anticuerpo anti-CD3 biotinilado.Se analizó en el citómetro, tras 30 segundos se añadió estreptavidina y se incubó 1min a37°C para amplificar la señal de activación y continuar su análisis citométrico.
2.1.3.3. Polarización Th1
Para la polarización Th1, células CD4+ Tαβ vivas se aislaron por citometría de flujo y se incubarondurante 4 días en la placa de fondo redondo con anti-CD3ε y anti-CD28 (5 ng/ml cada uno).Cuando se indica (cóctel Th1), se añadieron las siguientes citoquinas y anticuerposneutralizantes al medio de cultivo: IL-2 (10 ng/ml), IL-12 (50 ng/ml) y anti-IL-4 (11B11) (10mg/ml). Transcurrido este tiempo, se lavaron las células con PBS y se analizó la síntesis de IFN-γpor citometría de flujo intracelular.
2.1.4. Desarrollo in vitro (en el sistema OP9-DL1)
Las células OP9-DL1 se han descrito como un sistema que permite la generación de linfocitos Ta partir de células madre embrionarias o hematopoyéticas in vitro105. Para ello timocitos DN(CD4– CD8–) CD3– TCRδ– se clasificaron en función de su estadio de maduración y se aislaron lascélulas que en el momento de análisis se encontraban en DN2/DN3 (CD44+ CD25+ y CD44– CD25+).Estos progenitores fueron co-cultivados con OP9-DL1 durante un periodo que oscilaba entre unay dos semanas en presencia del coctel de citoquinas indicado (con cambio de medio de cultivocada 5 días). Tras este periodo se realizó una tinción por citometría extracelular de las célulasresultantes o se estimularon para evaluar la capacidad de producción de citoquinas de losmismos.
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2.2.1. PCR en tiempo real
El ARN total se extrajo usando el kit RNeasy Mini según las instrucciones del fabricante. Laconcentración y la pureza se determinaron utilizando el espectrofotómetro NanoDrop ND-1000.El ARN total se transcribió de forma inversa en ADNc usando un kit de Transcriptor High FidelitycDNA Synthesis. Para la PCR cuantitativa a tiempo real se utilizó el ViiA 7 Real-Time PCR. Loscebadores se diseñaron de forma manual o mediante el uso de la herramienta virtual de diseñode cebadores de Roche (www.roche-applied-science.com). El análisis de los resultadoscuantitativos de PCR se realizó utilizando el software v1.2 ViiA. En el caso de los estudios deganancia de función mediada por TCR, antes de la extracción del ARN total, los timocitos Tδtotales de ratón se estimularon con cantidades saturantes de mAb anti-CD3 durante 16 horas a37 °C en placa de fondo redondo a una concentración de 0.2x106 células/ml en RPMI sin suero.
2.2.2. Microarrays
Todo el análisis de datos de microarrays se realizó utilizando R y varios paquetes disponibles deCRAN (https://cran.r-project.org/) y Bioconductor106. Los datos en bruto (archivos .cel) senormalizaron y se resumieron con el método Robust MultiArray Average implementado en elpackage 'oligo'. Las variaciones en los niveles de expresión génica se determinaron utilizando elpaquete 'limma'107 y sólo los genes con el factor de cambio más alto que dos fueronconsiderados para el análisis downstream.
2.3. MODELOS IN VIVO
2.3.1. Infección por malaria
Los esporozoitos P. berghei ANKA (Pb) WT que expresan GFP se obtuvieron mediante ladisección de los mosquitos Anopheles stephensi infectados por criadas en el Instituto deMedicina Molecular. Para todos los experimentos con P. berghei, se utilizó la cepa ANKA108, losratones fueron inyectados por vía intravenosa con esporozoitos. La infección por picadura demosquito se realizó con diez mosquitos por ratón. La presencia de parásitos en fase eritrocíticase controló mediante análisis de células activadas por fluorescencia (FACS). Para las medicionesFACS, una gota de sangre en 1 × PBS se utilizó para medir la parasitemia sanguínea. Tras lainyección los animales se mantuvieron en el animalario en condiciones normales, un grupo fueobservado cada día desde el día 5 post-infección hasta el día 20 donde fueron sacrificados paraestablecer la curva de supervivencia y otro grupo se sacrificó y analizó a los 5 días post-infecciónpara evaluar la respuesta proinflamatoria.
2.3.2. Tratamiento con anticuerpo anti-CD3 in vivo
Para la aplicación de manera sistémica de un anticuerpo contra la cadena CD3 durante eldesarrollo tímico en adultos109 se aplicó de manera intraperitoneal una inyección con 40μg deanticuerpo antiCD3 (17A2 puro) en un total de 500μl de PBS. Al mismo tiempo se inyectaron500μl de PBS únicamente a un grupo control. Tras la inyección los animales se mantuvieron enel animalario en condiciones normales y fueron sacrificados a los 5 días después de la inyecciónpara el análisis de sus órganos por citometría de flujo extracelular.
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Los extractos celulares se obtuvieron lavando las células con PBS y lisándolas posteriormentecon el tampón de lisis (NP40) durante 30min en hielo. Posteriormente se centrifugaron losextractos a 30.000g durante 15min a 4°C, para eliminar los restos de membranas. Paracuantificar la concentración de proteínas, se utilizó el método de Lowry.
2.4.2. Western Blot
Se cargaron 40μg de proteína por calle, las muestras se mezclaron con tampón de carga paraWB y se incubaron 5min a 95°C con tampón reductor. Las muestras fueron separadas medianteelectroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Se prepararon geles a distintosporcentajes (12-18%) de acrilamida dependiendo del tamaño de la proteína de cada análisis.Tras la electroforesis se transfirieron las proteínas a membranas de PVDF mediantetransferencia semi-seca. Las proteínas de interés se detectaron por inmunoblot: en primer lugarse bloquearon las uniones inespecíficas incubando las membranas con PBS 5% leche o BSA,posteriormente se incubó con el anticuerpo primario, se lavó con PBS-T, se incubó con elanticuerpo secundario, se lavó y se reveló. Las incubaciones con los anticuerpos se llevaron acabo en PBS 0,5% leche o BSA. Para el revelado de las membranas se usaron anticuerpossecundarios unidos a HRP o unidos a fluorocromos, en el caso de los secundarios-HRP se revelóusando reactivo ECL.
2.4.3. Evaluación de la cadena CD3δ en la superficie celular
Para evaluar la presencia de la cadena CD3δ en la superficie de los linfocitos Tδ, se adaptó unexperimento de bloqueo ya descrito sobre los diferentes dímeros de CD3 con la ayuda de unanticuerpo monoclonal110. En primer lugar se bloquearon todos los dímeros CD3ε de lasuperficie de las células T con la ayuda de anticuerpo específico sin marcar (el clon 17A2 se uneexclusivamente a CD3ε). Posteriormente se realizó una tinción con un anticuerpo conjugadocon especificidad tanto para los dímeros CD3δε como para los dímeros CD3ε (clon 2C11). Porlo tanto, sobre un bloqueo eficiente de todos los dímeros CD3ε, cualquier tinción secundariacon el anticuerpo 2C11 es indicativo de la presencia de CD3δ en los complejos presentes en lasuperficie celular. Las tinciones se realizaron siguiendo el protocolo indicado para tinciónextracelular con los distintos anticuerpos citoquinas específicos.
2.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
La significación estadística de las diferencias entre las poblaciones fue analizada con el Student’st-test; como prueba de tipo paramétrico para aquellas variables que siguen una distribuciónnormal (los datos se agruparon en una distribución normal con la misma varianza entre grupos)y se representaron como SD (Desviación estándar). De este modo, P valores menores de 0,05fueron considerados como significativos (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001, como se indicaen el píe de cada figura). El tamaño de muestra de las poblaciones fue seleccionado paraasegurar la significación del test, en ningún caso se excluyeron datos del análisis.
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1. DESARROLLO TÍMICO DE LAS CÉLULAS Tδ EN RATONES CD3DH
Con el objetivo de encontrar un modelo animal para la reducción de expresión del TCRδ ensuperficie que interfiriera en la señalización vía TCRδ in vivo se analizaron distintas líneas deratones haploinsuficientes simples y dobles para CD3. Así, se observó un fenotipo característicoen un ratón doble heterocigoto para CD3 y CD3δ (CD3DH) que se reveló selectivo para lascélulas Tδ y que no se observaba en ratones haploinsuficientes simples para CD3 y CD3δ (Fig.R1).
Figura R1. Niveles de expresión característica del TCRδ en ratones haploinsuficientes. Se analizó laexpresión de CD3 y TCRδ en ratones portadores de mutación en las distintas cadenas de CD3, de izquierdaa derecha: ratón control, ratón con haploinsuficiencia combinada de Cd3g y Cd3g (CD3DH), ratónhaploinsuficiente simple para Cd3d (CD3SHδ) y ratón haploinsuficiente simple para Cd3g (CD3SH). Losnúmeros dentro de la región seleccionada representan el porcentaje sobre el total de linfocitos.
1.1. REDUCCIÓN SELECTIVA DE LA EXPRESIÓN DEL TCRδ Y DEL NUMERO DE TIMOCITOS Tδ
Analizando en profundidad el fenotipo observado en los ratones CD3DH, se observó que estossufrían una marcada reducción en la expresión de TCRδ en superficie de células Tδ (medidacon anticuerpos monoclonales). En cambio, la población T presentaba unos niveles deexpresión dentro de la normalidad para estos marcadores (se observa una cierta tendencia a lareducción que no llega a ser significativa) (Figs. R1 y R2a). Este hecho pone de manifiesto quelos ratones CD3DH presentan un defecto selectivo en células Tδ, además se comprobó que eldesarrollo tímico de las células T se mantenía como en los controles (Fig. R2d) y que las célulasT dependientes de una selección agonista fuerte para su desarrollo, como pueden ser Treg ycélulas NKT restringidas para CD1d111 se encontraban en números similares (Fig. R2g y R2h). Así,también se comprobó como el número total de células Tδ estaba disminuido (Fig. R2c) pero noel de T (Fig. R2f), siendo consistente con el modelo de intensidad de la señal para la selecciónde linaje T o Tδ45, 46. Estos datos en su conjunto sugieren que el umbral de señalizaciónmáximo vía TCRδ está reducido en los ratones CD3DH, explicando así el defecto selectivo encélulas Tδ y no en T.
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	Resultados
Figura R2. Reducción selectiva de la expresión del TCRδ y del número de linfocitos Tδ. (a) Análisis porcitometría de flujo extracelular de CD3 vs TCRδ en timocitos de ratones control o dobles heterocigotos(CD3DH) de una semana de edad (n ≥ 10 por grupo). Los números dentro de la región seleccionadarepresentan el porcentaje sobre el total de linfocitos. (b) MFI de TCRγδ en timocitos CD3+ TCRδ+seleccionados como en (a). (c) Números absolutos de timocitos Tγδ seleccionados como en (a). (d)Fenotipo CD4 vs CD8 de timocitos totales en ratones control o CD3DH (n ≥ 3 por grupo). Los númerosindican porcentaje de células en cada cuadrante. (e) MFI de TCRαβ en timocitos CD3+ TCR+. (f) Númerosabsolutos de timocitos Tαβ seleccionados como en (e). (g) Análisis comparativo de células NKT TCRβ+CD1d+ en ratones control y CD3DH. Los números dentro de la región seleccionada representan elporcentaje sobre el total de linfocitos TCRβ+. (h) Análisis comparativo de las células Treg CD4+ Foxp3+ enratones control y CD3DH. Los números sobre la región seleccionada representan el porcentaje sobre eltotal de linfocitos CD4+. Los datos mostrados en (b), (c), (e) y (f) representan la media ± SD. Cada símboloindica un ratón. NS, no significativo; **P < 0.01 (prueba t de Student).
También se comprobó que los timocitos Tγδ CD3DH se mantuvieron en general como CD4−CD8− (DN), lo que supone inequívocamente la exclusión de la desviación hacia el linaje Tαβ en estemodelo (Fig. R3).
Figura R3. Expresión CD4 vs CD8 característica en el timo de linfocitos Tδ. Análisis por citometría deflujo extracelular de CD4 vs CD8 en timocitos seleccionados como CD3+ TCRδ+ para ratones adultos controly CD3DH. Los números indican porcentaje de células en cada cuadrante.
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1.2. IMPACTO DE LA DEFICIENCIA ABSOLUTA O PARCIAL DE CD3δ EN LA EXPRESIÓN DEL TCRδ
Una vez analizadas las consecuencias de la interferencia del TCRδ in vivo sobre las células Tδen general, se quiso entender por qué una haploinsuficiencia combinada de Cd3g y Cd3d(CD3DH) tiene un defecto selectivo de expresión del TCRδ. Parece contradictorio atendiendo ala bibliografía relevante, pues se piensa que el TCRδ de ratón no incorpora CD3δ94, aunque sesabe que las células Tδ son capaces de sintetizar dicha cadena82 y en cantidades similares a loque lo hacen las células Tαβ, sin embargo se desconoce si la formación/estabilidad de losdímeros CD3δε está alterada o se excluyen durante el ensamblaje del TCR en linfocitos Tγδ112.
1.2.1. Expresión del TCRδ en el timo
En primer lugar se examinó el manuscrito que describe por primera vez el ratón deficiente deCD3δ, donde se postula que la cadena CD3δ no está presente en el complejo TCRδ en superficie.Se puede comprobar no obstante, cómo las células Tδ de estos ratones CD3δKO presentanunos niveles de expresión del TCRδ reducidos en la superficie de sus timocitos94. Este análisises reproducible en nuestro laboratorio (Fig. R4), lo que sugiere que, aunque la cadena CD3δ seexcluya de la mayoría de los complejos TCRδ de superficie, su ausencia tiene un impactodesconocido sobre su expresión. Cabe destacar que la expresión del TCRδ en los ratones CD3DHse reveló incluso menor que en los ratones CD3δKO (Fig. R4) lo que pone de manifiesto, sin duda,el papel estructural de la cadena CD3 en las células Tδ de ratón.
Figura R4. Impacto de la ausencia de CD3δ en células Tδ de distintos modelos deficientes de CD3.Análisis por citometría de flujo extracelular de timocitos Tδ adultos en ratones control, CD3δKO y CD3DH.Expresión de CD3 (izquierda) y expresión de TCRδ (derecha) (MFI en ambos casos) en timocitosseleccionados como CD3+ TCRδ+, respectivamente, a partir de los ratones adultos indicados (n = 3 porgrupo). Los números sobre los ejes indican el valor de MFI.
Entendemos que este impacto desconocido de la cadena CD3δ sobre la expresión del complejopodría darse a dos niveles diferentes: 1) CD3δ podría ser necesaria para la señalización de ciertoscomplejos en la superficie de algunos subgrupos específicos de células Tδ (papel extracelular)o 2) podría ocurrir que la cadena CD3δ intracelular sintetizada interviniera en el ensamblaje yestabilidad del TCRδ (papel intracelular).
1.2.1.1. Expresión extracelular de CD3δ
Para evaluar papel de la cadena CD3δ en la superficie de los linfocitos Tδ, se realizó un sencilloexperimento de bloqueo sobre dímeros sin CD3δ (CD3ε) para revelar posteriormente losdímeros portadores de CD3δ (CD3δε). Este método fue descrito en 2010 y consiste en el bloqueo
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de los dímeros CD3ε con la ayuda de un anticuerpo monoclonal (17A2 o 2C11)110. En nuestrocaso, nos beneficiamos de la unión diferencial de estos anticuerpos anti-CD3 y utilizamosexclusivamente el bloqueo con el anticuerpo monoclonal (17A2), específico para el dímeroCD3ε. Sobre esta situación cualquier tinción con otro anticuerpo monoclonal que reconozcaCD3ε como es 2C11, revelará la presencia de un dímero CD3δε en la superficie. Tras bloquearlos dímeros CD3ε, se puede comprobar como la tinción con 2C11, no revela diferenciassustanciales en cuanto la presencia de células Tδ entre los ratones control, los ratones CD3δKO(ausencia total de la cadena CD3δ) y CD3DH (Fig. R5). Esto demuestra que ningún subgrupo detimocitos Tδ, aunque sea muy minoritario, expresa CD3δ en los complejos TCRδ de lasuperficie y excluye su posible papel extracelular en los linfocitos Tδ.
Figura R5. Evaluación de la presencia de CD3δ en la superficie de células Tδ. Parte superior, seanalizaron para la expresión de CD3 (clon 2C11) y TCRδ diferentes ratones portadores de mutación en lasdistintas cadenas de CD3, de izquierda a derecha: ratón control, ratón deficiente total de CD3δ (CD3δKO)y ratón doble haploinsuficiente de CD3 y CD3δ (CD3DH). Parte inferior, se bloquearon con mAb loslinfocitos de los distintos ratones (clon 17A2 que se une al dímero CD3ε) y posteriormente se procediócomo en (a). Los números dentro de la región seleccionada representan el porcentaje sobre el total delinfocitos.
1.2.1.2. Expresión intracelular de CD3δ
Descartada la posibilidad de que la cadena CD3δ se exprese en la superficie de los linfocitos Tδy teniendo en cuenta que la cantidad de esta cadena sintetizada en células Tδ y T es similar82,se quiso evaluar un posible papel a nivel intracelular de la cadena CD3δ. Podría suceder que laausencia de CD3δ estuviera afectando al ensamblaje del complejo TCRδ (posiblemente a nivelinmaduro, pues no se ha revelado ningún papel en el complejo maduro hasta la actualidad).Relacionado con esto, se ha observado que la cadena CD3δ presenta una movilidadelectroforética diferencial en los ratones CD3DH comparado con los ratones control yheterocigotos simples en linfocitos T totales tanto en timo como en periferia (Fig. R6). Como unaprimera hipótesis podría considerarse que la cadena CD3δ se encuentra diferencialmente
68
   
  
                     
 
                                                                                
                                    
       
                                                                                               
 
                                         
                                                                                                                            

	Resultados
glicosilada en los ratones CD3DH, ya que sabemos que se han descrito defectos de glicosilaciónen la cadena CD3δ96, 98 previamente.
Figura R6. Peso molecular diferencial de la cadena CD3δ en situaciones de haploinsuficiencia combinada(CD3DH). (a) Electroforesis en geles de acrilamida al 18% en condición desnaturalizante y revelado conanti-CD3δ policlonal (1:200). (b) Se realizó el WB en las mismas condiciones que (a) pero en este caso seutilizó un anticuerpo anti-CD3. En la parte superior se indicada el modelo de ratón analizado en cadacaso. El peso molecular de cada cadena, se indica a la derecha de cada figura.
En caso de que se confirmara esta glicosilación diferencial, de alguna manera este defecto podríainterferir en el ensamblaje y estabilidad del complejo TCRδ y en último caso, reducir laexpresión del complejo en superficie.
1.3. REDUCCIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN VÍA TCRδ
Para comprobar si una disminución en la expresión del TCRδ en superficie también implicabauna reducción en la señalización a través del TCRδ en timocitos CD3DH, se estudió la expresiónde algunos marcadores de superficie relacionados con selección agonista y experienciaantigénica. En todos los casos estudiados se observó que las células Tδ del ratón CD3DHpresentan una marcada disminución en la expresión de dichos marcadores (Fig. R7) (CD73:marcador de señalización vía TCR durante el desarrollo tímico113. CD5: indicador estable deintensidad de la señal vía TCR114, 115. CD122 y CD44: marcadores de maduración13).
Figura R7. Expresión de marcadores de selección agonista y maduración en linfocitos Tδ de ratonesCD3DH. Expresión superficial de marcadores de selección agonista y de maduración CD73, CD5, CD44 yCD122 en timocitos seleccionados CD3+ TCRδ+ CD27+ de los ratones indicados.
Además del estado basal anterior (entendido como ausencia de activación dependiente de TCR),también se comprobó que diversos indicadores de la intensidad de la señal tras activacióndependiente de TCR estaban disminuidos. Por ejemplo, tras activación con anticuerpo anti-CD3pegado a placa se comprobó cómo los marcadores de activación temprana CD69 y CD25 seencontraban alterados, también se analizó la fosforilación de moléculas que se encuentran pordebajo del TCR y son dependientes de este complejo, cómo es el caso de ERK y AKT y lamovilización de calcio intracelular tras activación vía TCR (Fig. R8). Por lo tanto, con estosresultados, se demuestra que la disminución selectiva en la expresión del TCRδ también implicauna reducción en la señalización TCR en timocitos CD3DH.
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Figura R8. Expresión de marcadores de activación en linfocitos Tδ de ratones CD3DH. (a) Inducción deCD69 y CD25 en células CD3+ TCRδ+ CD27+ aisladas de bazo y estimuladas con mAb anti-CD3 pegado aplaca durante 24h. (b) Inducción de Erk1/Erk2 fosforilados en células de ganglios linfáticos CD3+ TCRδ+CD27+ en los ratones indicados y estimuladas durante 5 min con mAb anti-CD3 soluble (10 g/ml) (curvavacía). La curva rellena representa la tinción con el anticuerpo de control de isotipo correspondiente. (c)Movilización de Ca2+ intracelular tras estimulo con mAb anti-CD3 soluble y PMA+Ion en ceúlulas de gangliolinfático CD3+ TCRδ+ CD27+ de los ratones indicados. (d) Inducción de Akt fosforilados en células deganglios linfáticos CD3+ TCRδ+ CD27+ en los ratones indicados y estimuladas durante 5 min con mAb anti-CD3 soluble (10 µg/ml) (curva vacía). La curva rellena representa la tinción con el anticuerpo de controlde isotipo correspondiente.
1.4. RECONSTITUCIÓN COMPETITIVA (DEFECTO INTRÍNSECO)
Una vez caracterizado el defecto en los ratones CD3DH se analizó si el efecto observado era unefecto intrínseco, debido a la alteración de los componentes del TCR o se trataba un efectoextrínseco, originado por algún efecto compensatorio o por desarrollarse en un nicho con unmenor número de células (incompleto). Todo ello sugería un enfoque de reconstitucióncompetitiva donde las células CD3DH se pudieran desarrollar en presencia de células Tδtotalmente normales (e interaccionar con ellas) y en un nicho completo, para comprobar, sialguno de los defectos observados en CD3DH serían reproducibles bajo estas circunstancias.Para ello se realizaron dos tipos de aproximaciones, ratones RAG2KO y TCRδKO irradiados sereconstituyeron con precursores hematopoyéticos de origen control (WT.Thy-1.1) y CD3DH(CD3DH.Thy-1.2) a concentraciones diferentes (1:1 o 1:9). Los ratones quiméricos se analizarontras 6 semanas, tiempo suficiente para que reconstituyeran su compartimento hematopoyético.Dicho análisis muestra por una parte que se mantiene el defecto de expresión del TCRδ (Fig.R9a) y por otra que los progenitores de CD3DH son superados selectivamente por losprecursores de los ratones control durante el desarrollo Tδ (las células Tδ que se desarrollanson en su mayoría WT.Thy-1.1 cuando se usa un ratio 1:1, independientemente del hospedador),pero no durante el desarrollo de células T (las células CD4+ se desarrollan en igual númerocuando se usa un ratio 1:1, independientemente del hospedador) (Fig. R9b). Cabe destacar queesta desventaja puede ser corregida usando la proporción 1:9 (WT:CD3DH) referente aprecursores hematopoyéticos, lo que demostraría la viabilidad y capacidad de los progenitoresCD3DH para generar timocitos Tδ (aunque reducida si lo comparamos con progenitorescontrol).
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Figura R9. Reconstitución competitiva con precursores hematopoyéticos de origen WT.Thy1.1 yCD3DH.Thy1.2 (1:1). (a) Citometría de flujo extracelular para la expresión de TCRγδ en timocitos de origenWT.Thy1.1 (negro) o CD3DH.Thy1.2 (rojo) en un ratón hospedador RAG2KO. (b) Fracciones de célulasThy1.1 vs Th1.2 en timocitos CD3+ TCRδ+ o CD3+ CD4+. Cada símbolo indica un ratón hospedador, ya sea
RAG2KO (cuadrado) o TCRδKO ratón (triángulo). Los datos mostrados en (b) representan la media ± SD.NS, no significativo; ***P < 0.001 (prueba t de Student).
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2. DESARROLLO DIFERENCIAL DE TIMOCITOS Tδ EFECTORES EN RATÓNCD3DH
Las células Tδ capaces de producir IFN- e IL-17 pueden distinguirse y ser reguladas desde elestado embrionario hasta el estado adulto por el miembro de la familia de receptores del factorde necrosis tumoral CD2749, aunque en la actualidad existen otros marcadores que estándirectamente relacionados con la expresión de estas citoquinas14, 37, 50. También se sabe, que lasdistintas “ventanas/ondas” de desarrollo donde se producen estos progenitores están ligadas aluso de diferentes elementos V (Fig. I6). Por esta razón se decidió analizar el desarrollo de estaspoblaciones efectoras en el timo basándonos en el uso combinado de CD27 en superficie y dediferentes tipos de V.
2.1. ANÁLISIS EX VIVO
En primer lugar se comprobó que el desarrollo de las células Tδ CD27+ y Tδ CD27− en el timode los ratones CD3DH comparado con el control era normal en relación a su porcentaje dentrodel total Tδ (Fig. R10a, diferentes tiempos del desarrollo embrionario, como se marca a laizquierda de la figura). Pero al segregar estas subpoblaciones (CD27+ vs CD27−) según el uso delos diferentes elementos V, observamos que alrededor del nacimiento, en el ratón CD3DH sereduce la población V4+ CD27+. Sin embargo la población V4+CD27− se mantiene como en loscontroles (en cuanto a porcentajes ya que es difícil discutir números absolutos, pues el total decélulas Tδ se encuentra disminuido en los ratones CD3DH) (Fig. R10b). Este hecho recuerda elefecto descrito sobre las células Tδ T10/T20 específicas que se desarrollan en presencia(ratones control) o en ausencia de su ligando (ratones 2mKO) y presentan un uso exclusivo deV437, 55, 116, 117. Los linfocitos Tδ que se desarrollaban en presencia de ligando eran capaces deadquirir una impronta IFN- característica (igual que las células CD3DH V4+ CD27+), mientrasque las células que se desarrollaban en ausencia de ligando producen IL-17 (igual que las célulasCD3DH V4+ CD27−)37. Lo que sugiere que algunos subgrupos específicos de células Tδ necesitantanto interacción con el ligando específico como unas características intrínsecas determinadasdel receptor para generar un intensidad de la señal determinada y adquirir un destino efectorcaracterístico.
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Figura R10. Desarrollo tímico de las células Tδ CD27+ y Tδ CD27− y su uso específico de V. (a) Análisisde la expresión de CD27 en la superficie de timocitos Tδ (seleccionados como CD3+ TCRδ+) en diversasetapas del desarrollo de ratones control o CD3DH (n ≥ 10 por grupo). Los números sobre las líneas indicanel % de células en la región marcada. (b) Análisis de la expresión extracelular de Vγ4 y Vγ1 en timocitos
CD3+ TCRδ+ CD27− o en CD3+ TCRδ+ CD27+ de ratones control o CD3DH (n ≥ 5 por grupo) en diferentesetapas de desarrollo (a).
2.1.1. Análisis de timocitos IFN-+ e IL-17+ y su repertorio V
Tras el análisis extracelular, se realizó el análisis funcional de las poblaciones efectoras Tδ en elratón CD3DH. Las poblaciones se segregaron en TδCD27+ y TδCD27–. En el estado embrionariotardío (E18) se comprobó que los timocitos Tδ IFN+ y Tδ IL-17+ se encontraban disminuidos enlos ratones CD3DH (Fig. R11a, b y c) comparado con los ratones control. Sin embargo mientrasla deficiencia de IFN- se mantenía durante toda la ontogenia y estado adulto en estos ratones,la producción de IL-17 se normalizaba entre una y seis después del nacimiento comparado conlos ratones control (Fig. R11a, b y c). Este hecho coincide con un cambio en el uso de V porparte de las células Tδ productoras de IL-17 durante el desarrollo (Fig. I6). La mayoría (aunqueno el 100%) de estas células durante el estado embrionario tardío y neonato son V1–/V4–, quefueron validadas en su mayoría como V6+40, además, se ha descrito que estas células songeneradas única y exclusivamente durante esta ventana temporal76. Por otro lado, a partir de laprimera semana las células Tδ IL-17+ son en su mayoría V4+. Así, se comprobó que en el timoembrionario de los ratones CD3DH, solo la población V6+ se encontraba afectada, de todas lascélulas Tδ productoras de IL-17 (Fig. R11d). Como demuestra la acumulación de células V4+ IL-17+ en neonato CD3DH y la disminución de linfocitos IL-17+ V6+ en la misma situación (Fig. R11e).Lo que sugiere que las distintas ondas durante el desarrollo de los linfociticos Tδ efectores (muyrelacionadas con el uso de los diferentes V’s) presentan requerimientos diferenciales en cuantoa la intensidad de la señal a través del TCR.
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Figura R11. Análisis funcional de timocitos Tδ CD27+ y Tδ CD27−. (a) Análisis de la expresión intracelular
de IL-17 en timocitos CD3+ TCRδ+ CD27− o (b) IFN-γ en CD3+ TCRδ+ CD27+ de ratones control o CD3DH (n ≥5 por grupo) en diferentes etapas de desarrollo como en (Fig. R10a) después de la estimulación con PMA
e ionomicina. (c) Frecuencias de células Tγδ CD27− IL-17+ (panel superior) y CD27+ IFN-γ+ (panel inferior)en ratones control y CD3DH como se ilustra en (a) y (b), respectivamente. (d) Expresión intracelular de IL-
17 en timocitos E18 CD3+ TCRδ+ CD27− de ratones control o CD3DH tras la estimulación con PMA e
ionomicina. (e) Uso de elementos Vγ en las células Tγδ CD27− IL-17+ (panel izquierdo) y Tγδ CD27+ IFN-γ+ (panel derecho). Los números dentro del área seleccionada indican el % de células en la región marcada.Los datos son representativos de dos a cuatro experimentos por cada etapa de desarrollo en (a y b). Los
datos mostrados en (c) representan la media ± SD. NS, no significativo; * P <0,05; ** P < 0,01 (prueba t deStudent).
2.2. ANÁLISIS IN VITRO
Una vez analizados los efectos de la reducción de la señalización vía TCRδ en los ratones CD3DHa nivel de los linajes pro-inflamatorios, se evaluó si podría existir una re-circularización hacia eltimo de alguna subpoblación específica timocitos TδIFN-+ o TδIL-17+ con alguna consecuenciasobre los efectos que se obtuvieron en ratones in vivo. Por lo tanto, se intentaron reproducir losresultados anteriormente expuestos en un sistema in vitro como el de OP9-DL1.
2.2.1. Sistema OP9-DL1
Los datos obtenidos indican que los progenitores DN CD3DH, cuando son co-cultivados in vitrocon células OP9-DL1 para su diferenciación, recapitulan el proceso de diferenciación que sufrenen el timo: una menor expresión del TCRδ (Fig. R12a), así como una menor capacidad deproducir INF- en timo adulto sobre todo cuando se añade un coctel de citoquinas en el cultivocon la característica de favorecer la diferenciación de linaje IFN- como son IL-2 e IL-15 (Fig.
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R12b). Por lo tanto, se descarta que el defecto en el desarrollo de los timocitos Tδ CD3DH estéinfluenciado por alguna población que pudiera recircular hacia el timo y afectar al fenotipoobservado in vivo. También se comprobó que el desarrollo tímico de las células T se manteníacomo en los controles, pues no se aprecian defectos destacables ni a nivel de expresión delTCR ni en cuanto al número total de linfocitos T, reproduciendo exactamente lo observadoin vivo.
Figura R12. Reducción selectiva de la expresión del TCRδ y del número de linfocitos Tδ y análisisfuncional de timocitos Tδ efectores en co-cultivo con OP9-DL1. (a) Análisis por citometría de flujoextracelular de CD3ε vs TCRδ en timocitos DN2 y DN3 de ratones control o dobles heterocigotos (CD3DH)tras 14 días en co-cultivo con células OP9-DL1. Los números al lado de la región marcada indican elporcentaje de células sobre el total de linfocitos. (b) Análisis por citometría de flujo intracelular de laproducción de IFN- e IL-17 en timocitos DN2 y DN3 de ratones control o dobles heterocigotos (CD3DH)tras 14 días en co-cultivo con células OP9-DL1 y distintos cocteles de citoquinas tales como los indicados(IL-7, IL-1+IL-23 o IL-2+IL-15). Los números dentro del área seleccionada indican el % de células en laregión marcada. Los datos son representativos de al menos cuatro experimentos.
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3. IMPRONTA TRANSCRIPCIONAL DE LOS TIMOCITOS Tδ EN RATONESCD3DH
Debido a que la programación del desarrollo de las células Tδ se establece a niveltranscripcional48, 54, 118, se realizó un análisis de todo el transcriptoma en timocitos Tδ totalesaislados de ratones control o CD3DH en estado embrionario tardío (E18) o adultos (6 semanasde edad). Para ello estudiamos los cambios transcripcionales asociados con la reducción de laintensidad de la señal en la transición entre los estados embrionario y adulto en cada caso. Eneste punto es importante clarificar que esta evolución en el desarrollo se ve acompañada poruna reducción drástica de los timocitos Tδ capaces de producir IL-17 y una acumulacióndestacable de sus homólogos productores de IFN- (Fig. R13a).
3.1. EXPRESIÓN GÉNICA DURANTE LA ONTOGENIA
Los ARNm que aumentan la expresión entre el estadio embrionario y adulto en ratones controly que se ven generalmente alterados durante la ontogenia de ratones CD3DH, son aquellos quese relacionan directamente con la producción de IFN- (como son Nr4a3, Nr4a2 y Bcl2a1, genesdependientes de CD27/LTR y algunos factores de transcripción como Egr2, Egr3 y Id3, descritoscomo supresores de la ruta de diferenciación IL-1761 y dependientes de una intensidad fuertede la señal a través del TCR65). Además, también se observó una alteración durante el desarrollode CD3DH en otros genes relacionados con la producción de IFN- como el factor detranscripción IB (codificado por Nfkbiz)119, los receptores GITR (codificados por Tnfrsf18),Gp49a y Gp49b (codificados por Lilrb4). Por otra parte los timocitos Tδ se comportan de maneraidéntica en relación a la regulación negativa de la expresión de los genes clave de la vía IL-17hacia la edad adulta (enriquecidos en timocitos fetales) (Fig. R13a). Para analizar estos defectosde manera específica en los diferentes elementos V se aislaron distintos tipos de células Tδ enfunción de su V característica y se analizaron distintas improntas transcripcionales particularesde cada una de las V. De manera consistente con la reducción de células V6+ IL-17+, la improntatípica IL-17 Sox4 y Sox1354, 73 se encontraban muy reducida en timocitos V6+ pero no en V4+ enembriones CD3DH comparado con control. Por el contrario la impronta típica V4: Bcl11 y Blkno se encontraban disminuidas, sino, más bien aumentadas en los subgrupos de los timocitosCD3DH, en comparación con los controles (Fig. R13b). De esta manera, estos datos vuelven aponer de manifiesto los distintos requerimientos en cuanto a intensidad de la señal de loslinfocitos Tδ productores de IL-17 (V4+ y V6+) y que se encuentra alterados selectivamenteaquellos que son más de pendientes de una intensidad fuerte de señal en los ratones CD3DH(Fig. R13).
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Figura R13. Impronta transcripcional durante la ontogenia relacionada con la intensidad de la señal deTCR en timocitos Tδ. (a) Mapa de color resultado de los microarrays de genes expresadosdiferencialmente durante la ontogenia (de embriones E18 a adultos) en timocitos CD3+ TCRδ+ de tipocontrol o CD3DH. (b) Impronta transcripcional de subconjuntos de timocitos Tδ basados en ladiferenciación por distintos elementos V. Expresión relativa de Egr3, Id2, Id3 y Gp49b, Sox4, Sox13,Bcl11b y Blk, en unidades arbitrarias normalizado para la expresión de Hprt. En las ordenadas timocitosV1+, V4+ o V1–/V4– de embriones E18 de ratones control o CD3DH. Los datos mostrados en (b)representan la media ± SD.
3.2. VALIDACIÓN DE GENES CANDIDATOS TRAS LA ESTIMULACIÓN VÍA TCR
Para complementar estos estudios de pérdida de función con un enfoque opuesto (ganancia defunción mediada por el TCR), se estimularon timocitos Tδ totales de ratones adultos control oCD3DH con cantidades saturantes de mAb anti-CD3 durante 16 horas (Fig. R14). Se observó unaregulación positiva de la expresión Egr2 y Egr3 en timocitos Tγδ control, en consonancia con suasociación con señales fuertes del TCR. Es importante destacar que, el mismo fenómeno seobservó también en cultivos de células Tδ CD3DH, lo que sugiere que el aumento de laseñalización de TCR (en virtud del entrecruzamiento todos los complejos disponibles en lasuperficie celular) puede rescatar la alteración de la transcripción de los timocitos Tδ CD3DH.Por otro lado, la estimulación TCR exógeno era capaz de regular negativamente factores IL-17tipo en cultivos control y CD3DH: Sox4, importante regulador ya descrito de la transcripción del
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programa de IL-17 en timocitos Tδ73 e IL23R y IL1R1, receptores para las principales citoquinasque promueven la producción de IL-17 por células Tγδ38, 48, 108. Estos experimentos de gananciade función demuestran, a nivel transcripcional, que señales fuertes a través del TCR favorecenla producción de IFN-γ a expensas de IL-17 por timocitos adultos Tγδ.
Figura R14. Ganancia de función mediada por el TCR en timocitos Tδ adultos. Análisis de qPCR a tiemporeal de Egr2, Egr3, Nt5e (que codifica CD73), Sox4, Il23r y Ilr1 (en unidades arbitrarias normalizado parala expresión de Hprt). En el eje de ordenadas timocitos CD3+ TCRδ+ procedentes de ratones control yCD3DH antes y después 16h de la estimulación con mAb anti-CD3 (10 g/ml). Los datos mostradosrepresentan la media ± SD. NS, no significativo; * P <0,05; ** P < 0,01 (prueba t de Student).
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4. AUSENCIA DE TIMOCITOS Tδ IFN+ CD122+ NK1.1+ EN RATONES CD3DH
Dado que la deficiencia de IFN- se mantiene durante toda la vida en el timo del ratón CD3DH,se planteó si este defecto se debía a un problema específico de cada célula (menor capacidadpara producir IFN- por cada célula Tδ) o a la ausencia de una población específica concapacidad para producir IFN-. Para ello, se analizó en profundidad el compartimento CD27+ delas células Tδ. Se usaron algunos marcadores adicionales anteriormente descritos y asociadosa la producción de IFN- como pueden ser CD45RB14, CD12237 y NK1.150, 113.
4.1. AUSENCIA DE LA SUBPOBLACIÓN Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ IN VIVO
Evaluando estos marcadores asociados con la producción de IFN-, se observó como en el timode ratones CD3DH comparado con los ratones control, la población Tδ CD27+ doble positivapara CD122 y NK1.1 se encontraba reducida drásticamente (Fig. R15a). Este dato es significativopara el número total de células y para el porcentaje de las mismas (Fig. R15b). También, seobservó que la población CD122+ NK1.1– se encuentra parcialmente disminuida (Fig. R15a),postulándose como un probable precursor de la población CD122+ NK1.1+. En la misma línea, lapoblación doble negativa se encuentra ligeramente aumentada en los ratones CD3DH (Fig. R13a),lo que podría sugerir una posible “vía de diferenciación escalonada” de las células Tδ CD27+: lascélulas CD122–NK1.1– (Estado 0) que reciben señal media se dirigen hacia CD122+ NK1.1– y deestas últimas las que reciben una señal más fuerte se convierten en CD122+ NK1.1+. Aunquetambién podría darse una “vía de diferenciación dividida”: Estado 0 (CD122– NK1.1–) son célulasque reciben señal débil y de aquí si reciben señal media se dirigen a Estado CD122+NK1.1– o sireciben señal fuerte se dirigen a Estado CD122+ NK1.1+. De cualquier manera, estos datos ponende manifiesto que la reducción en la producción de IFN- se debe principalmente a la reducciónespecífica de una subpoblación de células Tδ que tiene la capacidad de producir IFN-.
Figura R15. Ausencia de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en timo en ratones CD3DH. (a) Análisispor citometría de flujo de la expresión de CD122 vs NK1.1 en timocitos adultos CD3+ TCRδ+ CD27+ deratones control o CD3DH (n = 10 ratones por grupo). (b) Frecuencias (izquierda) y número total (derecha)de timocitos CD3+ TCRδ+ CD27+ CD122+ NK1.1+. Cada punto en (b) representa un ratón individual. Los datosmostrados representan la media ± SD. ** P <0,01 (prueba t de Student). Los números dentro del áreaseleccionada indican el % de células en la región marcada.
4.2. CARACTERIZACIÓN DE LA SUBPOBLACIÓN Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+
Poco se sabe de esta subpoblación tímica de linfocitos Tδ ausente en los ratones CD3DH; paraconocerla mejor y analizar las diferencias existentes entre las subpoblaciones CD27+, se decidiórealizar un estudio comparativo en ratones control entre las poblaciones CD122+ NK1.1+(ausente en CD3DH) y CD122– NK1.1– (presente en CD3DH y postulada como posible precursorade las demás subpoblaciones Tδ CD27+). Así, se evaluó la expresión de algunos marcadores de
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superficie relacionados con la selección agonista y la experiencia antigénica, en todos los casosanalizados se observó una elevada expresión de dichos marcadores en la población CD122+NK1.1+ mientras que eran negativos en la población CD122– NK1.1– (CD73: marcador deseñalización vía TCR durante el desarrollo tímico. CD44: marcadores de maduración14. CD45RB:indicador de señalización vía TCR61). Demostrando la elevada dependencia de intensidad fuertede señal a través del TCR de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+, además, esta poblaciónexpresa los niveles más altos de IFN- dentro de las células CD27+ (Fig. R16a). Por último, elrepertorio de las V utilizados varía desde CD122– NK1.1– hacia CD122+ NK1.1+ lo que sugiereciertamente una selección vía TCR (Fig. R16b). Todos estos datos, sugieren un defecto en ladiferenciación de células Tδ productoras de IFN- en los ratones CD3DH debido a la alteraciónde la intensidad de la señal recibida a través del TCR.
Figura R16. Caracterización de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ control. (a) Análisis por citometríade flujo de la expresión en la superficie de la célula de los marcadores CD44, CD73, CD45RB y la producciónde IFN-γ intracelular por subconjuntos de timocitos CD3+ TCRδ+ CD27+ CD122+ NK1.1+ (rojo) o CD3+ TCRδ+CD27+ CD122– NK1.1– (azul) en ratones control adultos (n = 5 por grupo). (b) Uso de elementos Vγ en las
células Tγδ CD27+ CD122− NK1.1− (panel izquierdo) y Tγδ CD27+ CD122+ NK1.1+ (panel derecho).
4.3. RESTABLECIMIENTO DE LA SUBPOBLACIÓN Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ EN RATONES CD3DH
Los resultados anteriores demuestran que la población afectada en los ratones CD3DH (TδCD27+ CD122+ NK1.1+), depende directamente para su generación de una intensidad fuerte deseñal a través del TCRδ. Así, se quiso restablecer su generación intentando mimetizar una señalfuerte vía TCR in vivo; para ello se administró de manera intraperitoneal anticuerpo (clon 17A2)dirigido contra el complejo TCR, con la intención de entrecruzar las unidades del complejo yaumentar así la intensidad de la señal a través del mismo. Este tratamiento recupera lapoblación Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en ratones CD3DH hasta los mismos niveles que los ratonescontrol (Fig. R17). Además las proporciones de esta subpoblación en los ratones control y CD3DHaumentan considerablemente si se compara con ratones sin tratamiento. (Figs. R15a R15b), loque sugiere que la administración exógena de una intensidad fuerte de la señal a través del TCRfavorece el desarrollo de esta población. Por lo tanto, estos datos demuestran que la poblaciónTδ CD27+ CD122+ NK1.1+ depende críticamente de una señal fuerte a través del TCR y suausencia en ratones CD3DH se relaciona con una disminución de la señalización a través delmismo, ya que se puede restablecer con la administración de un anticuerpo de maneraintraperitoneal en los ratones CD3DH y aumentada en controles.
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Figura R17. Restablecimiento de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+. (a) Análisis por citometría deflujo extracelular de la expresión de CD122 vs NK1.1 en timocitos de adultos CD3+ TCRδ+ CD27+ de ratonescontrol o CD3DH (n = 10 ratones por grupo), 5 días después de inyección intraperitoneal con mAb anti-CD3 (clon 17A2) (n = 3 por grupo). (b) Frecuencias (izquierda) y número total (derecha) de timocitos CD3+TCRδ+ CD27+ CD122+ NK1.1+. Cada punto en (b) representa un ratón individual. Los datos mostradosrepresentan la media ± SD. NS, no significativo (prueba t de Student). Los números en los cuadrantes delos análisis por citometría de flujo indican porcentajes de células en cada uno.
4.4. QUIMERAS DE MÉDULA ÓSEA
Aprovechando el enfoque de reconstitución competitiva descrito en el capítulo de Resultados1.4., donde las células Tδ CD3DH se desarrollan en presencia de células Tδ normales y en unnicho completo, se evaluó la generación de células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en dos escenariosdiferentes. Ratones RAG2KO y TCRδKO irradiados a dosis letales se reconstituyeron conprecursores hematopoyéticos mixtos a diferentes proporciones (1:1 o 1:9) de origen control(WT.Thy-1.1) y CD3DH (CD3DH.Thy-1.2). Se analizó el timo de los ratones quiméricos a las 6semanas para la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+. Estos ratones eran capaces de generar lapoblación de interés (Fig. R18a), pero al estudiar su origen gracias a los marcadores Thy-1.1 yThy-1.2, se comprobó como la mayoría de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ expresaúnicamente Thy-1.1. Lo que demuestra que en los ratones quiméricos estudiados, estapoblación tiene como origen los precursores hematopoyéticos control y nos los precursoresCD3DH (la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ que expresa Thy-1.2 es prácticamente nula) (Fig.R18b).
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Figura R18. Población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ tímica tras reconstitución competitiva con precursoreshematopoyéticos. (a) Análisis por citometría de flujo de la expresión de CD122 vs NK1.1 en timocitos deratones adultos CD3+ TCRδ+ CD27+ en fracciones Thy-1.1+ (derivados de control) o Thy-1.2+ (derivados deCD3DH). (b) Análisis por citometría de flujo de timocitos CD3+ TCRδ+ CD27+ CD122+ NK1.1+ en ratonesquiméricos 1:1 (izquierda) o 1:9 (derecha) para su origen Thy-1.1+ (derivados de WT) o Thy-1.2+ (derivadosde CD3DH). Cada símbolo indica un ratón RAG2KO o TCRδKO. Los datos mostrados representan la media± SD. ** P <0,01 (prueba t de Student). Los números en los cuadrantes de los análisis por citometría deflujo indican porcentajes de células en cada uno.
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5. DEFECTO EN LAS CÉLULAS T IFN-+ PERIFÉRICAS EN RATONES CD3DH
El estudio del ratón CD3DH presentado hasta esta aquí, engloba el desarrollo tímico de lascélulas Tδ efectoras. Pero también se analizó si este defecto podría tener alguna consecuenciao reflejo en los diferentes tipos Tδ efectores en periferia y si existe algún mecanismocompensatorio que recupere el fenotipo observado, más allá del timo.
5.1. AUSENCIA DE LA POBLACIÓN Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ IN VIVO
Por lo tanto, se estudiaron en periferia los mismos marcadores que antes se mostraron paraestudiar los diferentes subgrupos celulares Tδ en timo, así como la capacidad de estos paraproducir citoquinas tras estimulación. La deficiencia de producción de IFN- era igual que laobservada en el timo durante toda la ontogenia y estado adulto, mientras que la producción deIL-17 se encontraba normalizada en periferia (bazo en este caso) (Fig. R19a y R19b), consistentecon los datos observados en timo adulto y con el hecho de que en el ratón CD3DH las célulasV6+ IL-17+ (que solo se producen en estado embrionario) se encuentran afectadas pero no lasV4+ IL-17+ (Fig. R11a y R11b).
Figura R19. Deficiencia de producción de IFN- periférica en células Tγδ en ratones CD3DH. (a, b) Análisispor citometría de flujo intracelular (a) y cuantificación (b) de la expresión de IFN-γ en CD3+ TCRδ+ CD27+ (parte superior) e IL-17 en CD3+ TCRδ+ CD27– (parte inferior) en esplenocitos de ratones adultosestimulados con PMA e ionomicina. n = 5 ratones por grupo (a, b). Los datos de a y b son representativosde tres experimentos independientes. ** P <0,01 (prueba t de Student); Los datos mostrados representanla media ± SD. Los números en los cuadrantes de los análisis por citometría de flujo indican porcentajesde células en cada uno.
También, se comprobó cómo la población Tδ CD27+ doble positiva para CD122 y NK1.1 seencuentra reducida en órganos periféricos de ratones CD3DH comparando con ratones control(Fig. R20a). Cabe destacar que se observa una acumulación mayor de estas células en órganosperiféricos que en el timo. Este dato es significativo tanto para el número total de células comopara el porcentaje de las mismas (Fig. R20b). También, se observó cómo la población CD122+NK1.1− se encuentra parcialmente disminuida y la población doble negativa se encuentraligeramente aumentada en los ratones CD3DH (Fig. R20a), lo que revela un fenotipo similarentre timo y periferia en los ratones CD3DH. Es importante destacar que estos defectos
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periféricos fueron observados en bazo, ganglios linfáticos y sangre. Igualmente en todos losórganos periféricos estudiados se observaba una reducción selectiva de la expresión del TCRδconsistente con los análisis de timo.
Figura R20. Ausencia de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en periferia en ratones CD3DH (bazo). (a)Análisis por citometría de flujo de la expresión de CD122 vs NK1.1 en esplenocitos adultos CD3+ TCRδ+CD27+ de ratones control o CD3DH (n = 10 ratones por grupo). (b) Frecuencias (izquierda) y número total(derecha) de esplenocitos CD3+ TCRδ+ CD27+ CD122+ NK1.1+. Cada punto en (b) representa un ratónindividual. Los datos mostrados representan la media ± SD. ** P <0,01 (prueba t de Student). Los númerosen los cuadrantes de los análisis por citometría de flujo indican porcentajes de células en cada uno.
Por otro lado, también se comprobó que este fenotipo periférico de IFN-, afectaba únicamentea las células Tδ ya que las células CD4 convencionales de estos ratones eran capaces dediferenciarse sin problemas a células Th1 en las condiciones adecuadas y producir IFN- a nivelessimilares que los ratones control (Fig. 21).
Figura R21. Capacidad de diferenciación a células Th1 de células CD4+ convencionales bajo lascondiciones adecuadas. Células de bazo Tαβ CD4+ de ratones control o CD3DH se aislaron por citometríade flujo y se incubaron durante 4 días en la placa de fondo redondo mAb anti-CD3 y anti-CD28 (5 ng/mlcada uno). Cuando se indica (cóctel Th1), se añadieron las siguientes citoquinas y anticuerposneutralizantes al medio de cultivo: IL-2 (10 ng/ml), IL-12 (50 ng/ml) y anti-IL-4 (11B11) (10 mg / ml). Losnúmeros en los cuadrantes de los análisis por citometría de flujo indican porcentajes de células en cadauno.
5.2. QUIMERAS DE MÉDULA OSEA
Aprovechando el enfoque de reconstitución competitiva, donde las células Tδ CD3DH sedesarrollan en presencia de células Tδ totalmente normales y en un nicho completo, se evaluóla presencia de células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en periferia en dos escenarios diferentes.Ratones RAG2KO y TCRδKO irradiados se reconstituyeron con precursores hematopoyéticosmixtos a diferentes proporciones (1:1 o 1:9) de origen WT.Thy-1.1 y CD3DH.Thy-1.2. Los ratonesquiméricos se analizaron a las 6 semanas para la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en periferia
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(Fig. R22). Estos ratones eran capaces de generar esta población, pero al estudiar su origengracias a los marcadores Thy-1.1 y Thy-1.2, se pudo comprobar como la mayoría de la poblaciónTδ CD27+ CD122+ NK1.1+ expresa Thy-1.1. Esto demuestra inequívocamente que en periferia,esta población tiene como origen los precursores hematopoyéticos control (la población TδCD27+ CD122+ NK1.1+ que expresa Thy-1.2 es prácticamente nula).
Figura R22. Población esplénica Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ tras reconstitución competitiva. Análisis porcitometría de flujo de esplenocitos CD3+ TCRδ+ CD27+ CD122+ NK1.1+ en ratones adultos quiméricos 1:1(izquierda) o 1:9 (derecha) para su origen Thy-1.1+ (derivados de control) o Thy-1.2+ (derivados de CD3DH).Cada símbolo indica un ratón RAG2KO o TCRδKO. Los datos mostrados representan la media ± SD. * P<0,05; ** P <0,01 (prueba t de Student).
5.3. MODELO IN VIVO: RESISTENCIA A MALARIA CEREBRAL EXPERIMENTAL
Apoyándose en estos datos obtenidos en periferia, se pensó que los ratones adultos CD3DHserían un modelo ideal para evaluar la importancia fisiológica de las células Tδ productoras deIFN- en un escenario de enfermedad dependiente de IFN-.
Para ello utilizamos un protocolo que es capaz de inducir malaria cerebral en ratones control,una patología dependiente de IFN-γ con una importante contribución de las células Tγδ en sufase hepática, tanto en ratones (Fig. R23a y nuestros datos no publicados) como en humanos31.La ECM se indujo usando esporozoitos de Plasmodium berghei ANKA, lo que conduce alestablecimiento de la infección en fase hepática antes de extenderse a la fase sanguínea que essintomática. La respuesta Tγδ se evaluó en la fase sanguínea el día 5 después de la infección enel bazo. Mientras que los ratones control presentaron una población abundante de células TγδIFN-+, esta se redujo notablemente en los animales CD3DH (Fig. R23b). Esto se asocia con unamayor parasitemia (porcentaje de glóbulos rojos infectados) en ratones CD3DH (Fig. 23c), lo quees consistente con las respuestas defectuosas de IFN-γ. En cuanto a la evolución de laenfermedad, los síntomas neurológicos aparecieron en los ratones control alrededor del día 6después de la infección y se convirtió en mortal en todos los animales durante los días 7-10. Porel contrario, los ratones TCRδKO, así como algunos ratones CD3DH permanecieron sanos ysobrevivieron a la ventana letal de ECM (Fig. R23a). Por lo tanto, los procesos de desarrolloanalizados tienen importantes consecuencias para el ratón, es decir, afecta a su susceptibilidada síndromes inflamatorios como la malaria cerebral. También permite establecer que los ratonesCD3DH (adultos) son un modelo nuevo y valioso para evaluar la importancia fisiopatológica delas células Tδ pro-inflamatorias.
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Figura R23: Evaluación del curso de malaria cerebral experimental. (a) Curvas de supervivencia deratones infectados con esporozoitos de P. berghei ANKA (n = 10 ratones en dos experimentosindependientes). (b) Cuantificación intracelular de la expresión de IFN-γ en linfocitos CD3+ TCRδ+ CD27+ deratones adultos estimulados con PMA e ionomicina. n = 5 ratones por grupo (c) Parasitemia comoporcentaje de GFP+ células de la sangre 5 días después de la infección con esporozoitos de P. bergheiANKA. Cada punto en (b) representa un ratón individual. Los datos mostrados representan la media ± SD.* P <0,05 (prueba t de Student).
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	Discusión
1. VENTAJAS DEL MODELO CD3DH
El TCR ha sido considerado históricamente como un actor fundamental en el desarrollo de lascélulas Tαβ, e incluso en la decisión de linaje Tαβ vs Tδ, pero entender su rol en el desarrollode las células Tδ ha sido más complejo a lo largo de la historia45, 46, 47, 97, 120, debido a la dificultadpara identificar ligandos del TCRδ9, 19 principalmente (como demuestra la escasez numérica delos ya conocidos9). Pocos trabajos han podido abordar este papel del TCR de una formaconvincente, y los pocos que lo han hecho han utilizado una aproximación monoclonal (ratonesque expresan un TCR transgénico), lo que impide el abordaje de esta pregunta para la granmayoría de las células Tδ37, 61. Por lo tanto, el papel que juega el TCR y sus señales en eldesarrollo específico de los subtipos de células Tδ pro-inflamatorias permanece aún bajo unconstante e intenso debate23, 68. Tratando de resolver esta controversia, se decidió realizar unaaproximación diferente: intentamos manipular la señalización vía TCR in vivo mediante lainterferencia genética de distintas cadenas que forman parte del TCR. El objetivo parecía simple:si se consigue modular la cantidad de receptor presente en la membrana, teóricamente sepodría modular la cantidad de señal que recibe la célula a través del mismo. Para ello segeneraron inicialmente ratones haploinsuficientes simples para las distintas cadenas de CD3,pues se planteó, que si reducíamos la disponibilidad de ciertas cadenas CD3 a la hora deconformar el receptor (sin eliminar las cadenas por completo, como sucedería en una situaciónde deficiencia total), este podría alterarse de alguna manera durante el proceso de ensamblaje,con consecuencias sobre su estabilidad. Como se observa en la Fig. R1, en ninguno de los casosestudiados de haploinsuficiencia simple se producen defectos drásticos en el compartimentocelular T. De esta manera, a pesar de ser haploinsuficientes para algún componente del TCR, lacantidad de proteína disponible parece suficiente para poder conformar un receptor en elretículo endoplásmico, exportarlo hacia la superficie celular y que dé lugar a una señal adecuadapara el desarrollo del repertorio T. En términos cuantitativos parece que en estas situacionesestaríamos reduciendo la señal a través del TCR en un porcentaje tan pequeño que no afecta alas células que dependen de una intensidad de señal fuerte, cómo las células Tδ45, 46. Siguiendoesta idea, buscamos reducir un poco más esta señal tratando de observar algún efecto en eldesarrollo de las células T. Así, se generó una línea de ratones con haploinsuficiencia combinadade Cd3g y Cd3d (CD3DH). En estos ratones se produce una reducción selectiva en la expresióndel TCRδ en membrana y en la generación de células Tδ, pero no se produce defecto algunoen las células Tαβ (ni en la expresión del receptor ni en el número de células) (Fig. R2). Laexplicación de este hecho, podría estar basada en el planteamiento inicial que se realizó paragenerar estos ratones. Según el modelo de “intensidad de la señal” para la decisión de linajeTαβ o Tδ, una señal fuerte a través del receptor de membrana dirige a las células T que lareciben hacia el linaje Tδ, mientras que si atenuamos esta señal, la misma célula podría dirigirsehacia el linaje Tαβ45, 46. Así, puede afirmarse que en nuestros ratones, por un mecanismo aúndesconocido y que se discutirá en el capítulo siguiente, hemos conseguido reducir la intensidadde la señal en una proporción tal que tiene como consecuencia una reducción en el número decélulas Tδ y el mantenimiento dentro de porcentajes normales de la cantidad de células Tαβ.En los ratones CD3DH, la reducción de la intensidad de la señal viene originada directamentepor un reducción de la expresión del receptor en superficie, y esto tendría su origen en lamanipulación genética del ratón: menor disponibilidad de los componentes del TCR paraconformar el complejo. Pero sin embargo, para validar nuestro modelo de reducción de señalvía TCRδ, era necesario demostrar que una reducción en la expresión del receptor TCRδimplicaba una reducción en la capacidad de señalización de los linfocitos. Para ello se realizarondiferentes análisis de marcadores relacionados con selección “agonista” (la derivadapresumiblemente de una interacción fuerte con ligando111) y maduración en el timo92, 37 (Fig.R7); también de marcadores de activación temprana y tardía tras estimulación del TCR en célulasTδ periféricas (Fig. R8). Según estos resultados, se puede concluir que los ratones CD3DH
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exhiben una reducción en la capacidad de señalización del TCRδ en timocitos y célulasperiféricas. Por eso consideramos que estos ratones son un modelo único y útil para poderestudiar el impacto de la intensidad de la señal a través del receptor en el desarrollo tímico delos subtipos Tδ pro-inflamatorios; un reto complicado hasta la fecha debido a lascomplicaciones metodológicas existentes en este campo. Una de las ventajas de este modelocomparado con modelos anteriores, radica en el hecho de que permite el análisis del repertoriopoliclonal de linfocitos Tδ, lo que puede ayudar a entender su desarrollo en el timo dada larelación existente entre el uso de ciertos genes TCR y su diferenciación funcional durante laontogenia (Fig. I6).
2. POSIBLE MECANISMO
En este contexto, la haploinsuficiencia simple de Cd3g o Cd3d no tiene un impacto aparente nien la expresión del TCRδ ni en el desarrollo de los linfocitos Tδ (Fig. R1). Por otro lado, se creeque la cadena CD3δ no forma parte del TCRδ de superficie en el ratón y se piensa que estacadena es prescindible para el desarrollo y expresión del complejo94. De este modo, resultasorprendente que la haploinsuficiencia combinada de Cd3g y Cd3d afecte selectivamente a laexpresión del TCRδ y al desarrollo Tδ en el timo. Para entender este hallazgo, analizamos condetalle los datos bibliográficos relevantes del ratón CD3δKO94 y comprobamos que existe unareducción en los niveles de expresión del TCRδ en los timocitos de estos ratones. Estos datos(que fueron reproducidos en nuestro laboratorio; Fig. R4) sugieren que la cadena CD3δ tiene unimpacto (de origen desconocido) sobre la expresión del complejo maduro TCRδ112 en superficie.Habría que añadir también que la reducción de la expresión del receptor en los ratones CD3DHes mayor que en los ratones CD3δKO (Fig. R4), lo que confirma el papel clave que juega la cadenaCD3 en las células Tδ en ratón7, 121. La reducción de la expresión del TCRδ en estos dosmodelos podría indicar que CD3δ es necesaria para la expresión de ciertas estructuras deseñalización en determinadas subpoblaciones celulares durante la ontogenia Tδ. Paracontrastar esta idea se empleó un método que permite detectar los posibles dímeros de CD3δen la superficie de las células Tδ (Fig. R5), sin embargo los tres modelos de ratón estudiadosexcluyen completamente la posibilidad de que el TCRδ incorpore en su superficie CD3δ, inclusoen una subpoblación minoritaria. Por lo tanto, sí CD3δ es sintetizada en cantidades similares enlas células Tδ y las células Tαβ82, 112 debe considerarse que la reducción de la cantidad de lacadena CD3δ, en el contexto de haploinsuficiencia de Cd3g, afecte al ensamblaje del receptorTCRδ en el interior celular (por ejemplo, en la situación de un receptor inmaduro). En esta línea,hemos comprobado que la cadena CD3δ presenta una menor movilidad electroforética en lostimocitos totales de los ratones CD3DH (Fig. R6), lo que podría atribuirse a una glicosilacióndiferencial en comparación con los timocitos control (datos preliminares). Esto podría interferiren el correcto ensamblaje y estabilidad del complejo TCRδ y así tener un impacto indirectosobre la expresión del mismo en superficie. Es importante destacar que se han descritoalteraciones en la glicosilación de CD3δ con anterioridad, por ejemplo, en células humanasdeficientes de CD396 y en el ratón doble deficiente de CD3 y CD3δ que expresa una cadenatransgénica CD3δ humana98, asociadas en ambos casos a una expresión del TCR por debajo delo normal. Así, parece que la reducción en la disponibilidad intracelular de las cadenas CD3 yCD3δ podría alterar la manera en la que estas proteínas se exponen a la maquinaria deglicosilación durante el ensamblaje y/o transporte del complejo TCR a la superficie celular.Parece claro entonces, que la cadena CD3δ tiene un impacto directo sobre el desarrollo de lascélulas Tδ, aunque tampoco podría descartarse la posibilidad de una hiperglicosilación deCD3121, sobre todo en estados tempranos del desarrollo cuando la expresión de CD3predomina sobre la de CD3δ, y con afectación final sobre el ensamblaje, la expresión ensuperficie y la capacidad de señalización del complejo TCRδ.
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3. EFECTOS SELECTIVOS DE LINAJE
Independientemente del mecanismo implicado, los ratones CD3DH permitieron abordar laimplicación del TCR en el desarrollo de las células Tδ pro-inflamatorias en el timo. Para elloanalizamos la capacidad de producir IFN- vs IL-17 en distintos puntos de la ontogenia ydesarrollo del ratón. Lo primero que observamos fue que la producción de IFN- por parte delas células Tδ CD27+ del ratón CD3DH se encontraba reducida en todos los puntos del análisiscomparado con el control (Fig. R11). Al menos existen dos posibles explicaciones para estehallazgo: un problema específico de cada célula Tδ CD27+ (la célula presenta una menorcapacidad para producir esta citoquina) o podría ser que alguna subpoblación específica concapacidad para producir IFN- estuviera ausente en los ratones CD3DH. Analizando enprofundidad las células CD3DH Tδ CD27+, pudimos comprobar cómo una subpoblaciónespecífica dentro de este grupo (Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+) se encontraba ausente en los ratonescon haploinsuficiencia combinada (Fig. R15). Posteriormente, analizamos esta subpoblación enratones control para conocer sus características y comprobamos que presenta una elevadaexpresión de marcadores típicos de selección agonista (Fig. R16), así como una elevadacapacidad para producir IFN-. Por lo tanto, se demuestra en este caso que la población TδCD27+ CD122+ NK1.1+ con capacidad para producir IFN- depende para su desarrollo de unaelevada señalización (en términos de intensidad) vía TCRδ y está reducida en los ratones CD3DHya que esta señalización es menor.
4. EFECTOS SELECTIVOS DE REPERTORIO
Analizando en detalle el repertorio V de las células CD27+ en el timo de ratones control, sepuede comprobar cómo las células más abundantes de este subgrupo (CD122− NK11−) son V4+.Sin embargo, al analizar las células CD122+ NK11+ para este mismo repertorio, se observó cómola mayoría de ellas eran V1+, lo que sugeriría que realmente existe una selección de este tipode V (Fig. R16b). Así, podría existir una transición desde el grupo de células mayoritarias hacialos otros dos grupos estudiados (se sabe que estos dos marcadores se expresan cuando recibenuna intensidad fuerte de señal vía TCRδ37), ya sea un desarrollo escalonado o divididodependiente de la intensidad de la señal (Fig. D1) como se ha descrito anteriormente.
5
Figura D1. Modelos de desarrollo de las células Tδ CD27+ en el timo. (a) Vía de diferenciaciónescalonada: células CD122–NK1.1– (Estado 0) que reciben señal media se dirigen primero hacia CD122+NK1.1– (1º++) y dentro de estas las que reciben una señal más fuerte se convierten en CD122+ NK1.1+(2º++++). (b) Vía dividida: las células CD122–NK1.1– (Estado 0) reciben una señal débil y dentro de estas,si reciben una señal de mediana intensidad se dirigen hacia el Estado CD122+NK1.1– (B) o si reciben unaseñal muy fuerte se dirigen hacia el Estado CD122+ NK1.1+ (A).
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Obviamente, en los ratones CD3DH, al reducirse significativamente las células Tδ CD27+ CD122+NK11+, el compartimento V1+ se encuentra afectado, por lo que se podría inferir que este tipode células son las más dependientes de una intensidad fuerte de señal vía TCR, aunque hay quedestacar que dentro del grupo Tδ CD27+ CD122+ NK11+ no solo se engloban las células V1+ (Fig.R16b). De esta manera, se podría afirmar que existen células que dependen de una intensidadfuerte de la señal con un repertorio V variable. En este contexto, es muy importante puntualizarque las células V1.1+ históricamente se han relacionado con una señal TCR muy fuerte, ademásestán estrechamente relacionadas con el factor de transcripción PLZF122 y la expresión de NK1.1(se conoce con detalle la expresión de NK1.1 durante la ontogenia123). Estas células NK1.1+ sehan estudiado extensivamente y se consideran per se un grupo de células Tδ innatas (Tδinnate-like) productoras de IFN-79, 124. Consecuentemente, parecía lógico estudiar el factor detranscripción PLZF en nuestros ratones, pues teóricamente podría tratarse de un gen candidatoy apropiado para entender nuestros resultados. Además, este factor de transcripción es un actorfundamental en el desarrollo de células Tδ V6+ IL-17+ 125, que precisamente se encuentranafectadas en el ratón CD3DH (Fig. R11). Al realizar el análisis por citometría de flujo intracelular,no obtuvimos ninguna diferencia entre los ratones control y los ratones CD3DH para la expresiónde PLZF. Este hallazgo podría parecer incoherente, pero en contra de lo que se asume en lacomunidad científica, dentro de las células V1.1+ no todas son igualmente dependientes dePLZF: existe un grupo de células V1.1+ que no expresan este factor de transcripción126, poniendoasí en duda la clasificación normalmente aceptada para las células Tδ con característicasinnatas23. Así, podríamos entender que dentro de las células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ existendistintas células (V4, V1, V1.1+ PLZF+, V1.1+ PLZF−) y aunque todas dependen de unaintensidad fuerte de la señal para su desarrollo presentan características diferenciales, de hechose han descrito características diferenciales durante el desarrollo de las células V1.1+ PLZF− ycélulas Tδ NKT-like47. También podría suceder que no todas las células dentro de estecompartimento fueran realmente dependientes de una intensidad fuerte de la señal, pero quenecesiten una interacción directa con las células que sí lo son o con las citoquinas sintetizadaspor ellas, y por esta razón también estarían ausentes o en poca proporción en los ratones CD3DH(de hecho las únicas células que parecen mantenerse en el ratón CD3DH expresan CD69 por loque presentan características NKT127). Por otra parte, al realizar el análisis de los elementos Ven las células Tδ CD27+ CD122− NK1.1− de ratones control, mayoritariamente son V4+ (Fig.R16b); sin embargo, en los ratones CD3DH podemos comprobar cómo el porcentaje de CD27+V4+ se reduce (aumentándose en células CD27−). Este hallazgo recuerda la descripción de Chienet al.37 en un ratón transgénico que solo expresa un TCR V4: en presencia del ligando de esteTCR (T22/T10), es capaz de adquirir la impronta propia de aquellas células que han recibido señalfuerte a través del receptor (CD122+, NK1.1+), expresan CD27 y producen IFN-. Sin embargo, enausencia de dicho ligando las células adquieren características propias de células productorasde IL-17. Esto podría explicar que, las células realmente dependientes de señal fuertedesaparezcan en el ratón CD3DH (CD27+ CD122+ NK11+) y que al bajar el nivel de la intensidadde la señal, las células V4+ se dirijan hacia una impronta tipo IL-17, pues la señal que reciben esmucho más baja que en los ratones control. Consecuentemente, este hecho nos permitiríadefinir una dependencia de la señal variable en los distintos tipos de V analizados en los ratonesCD3DH.
5. MECANISMO INTRÍNSECO (QUIMERAS)
Una vez caracterizados estos defectos de los ratones CD3DH, era necesario establecer concriterio que los resultados observados eran debidos a un defecto intrínseco de la célula y no auna alteración extrínseca derivada de la modificación genética, como podría ser un nichoalterado/incompleto o una comunicación truncada con otras células presentes en este nicho.
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Para ello se generaron ratones quiméricos de médula ósea mixta de origen control (WT.Thy-1.1)y CD3DH (CD3DH.Thy-1.2) a ratios diferentes (1:1 o 1:9). En este contexto, se había descrito queera imposible generar células Tδ productoras de IL-17 con precursores hematopoyéticosadultos76; por lo tanto, sólo se pudo estudiar el impacto de esta reconstitución competitivasobre la población afectada en los ratones CD3DH (CD27+ en general y CD27+ CD122+ NK11+ enparticular). Los resultados de estos análisis en los ratones quiméricos 1:1 ponen de manifiestouna reducción en los niveles de expresión del TCRδ en los timocitos derivados de ratonesCD3DH y representan además una fracción menor del total de timocitos Tδ comparados conlos derivados de ratones control, mientras que las células Tαβ se encuentran igualmenterepresentadas por timocitos procedentes de precursores control o CD3DH (Fig. R9). Estodemuestra que estos últimos son superados por los progenitores control en una situación dereconstitución competitiva, única y exclusivamente para el desarrollo de células Tδ y no de Tαβ.Si aumentamos la relación de precursores de origen WT:CD3DH hasta una proporción de 1:9,esta desventaja puede ser compensada, lo que manifiesta la viabilidad y capacidad de estosprecursores CD3DH para generar células Tδ, pero no la subpoblación Tδ CD27+ CD122+ NK11+(Fig. R15). Estos resultados refuerzan la idea de que los progenitores CD3DH, en una situaciónde nicho completo, presentan una desventaja competitiva sobre los progenitores de origencontrol para reconstituir las células Tδ, y especialmente para generar las células Tδ CD27+CD122+ NK11+.
6. REVERSIÓN DEL DEFECTO
Tras confirmar que los resultados observados eran debidos a un defecto intrínseco de la célulay no a una alteración extrínseca en el nicho donde se desarrollaban estas células derivada de lamodificación genética, nos preguntamos si podría revertirse el defecto encontrado en losratones CD3DH aplicando una señal fuerte vía TCR de manera extrínseca con la administraciónde un anticuerpo dirigido contra los dímeros CD3ε (clon 17A2). Aunque la acción de esteanticuerpo no se asemeja a ningún estímulo fisiológico109 que pudiera encontrar la célula Tδdurante su desarrollo en el timo, lo que se buscaba era una agregación de los receptores que seencuentran en la superficie. Esta estimulación dispararía, teóricamente, la máxima señalizaciónposible en los timocitos Tδ. Este experimento resulta relevante para nuestro estudio, pues nospermite determinar (aunque no sea en condiciones fisiológicas) si el ratón CD3DH mantenía lacapacidad de generar células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en el timo. Sorprendentemente, seobservó en el ratón control que la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ aumentaba casi el tripleen el timo pero no en periferia, donde solo aumentaba ligeramente tras la administración delanticuerpo (datos no mostrados), indicando así que la dependencia de estas células por unaseñal fuerte del TCR es específica del timo, donde se generan y desarrollan, poniendo demanifiesto nuevamente la reducida plasticidad de estas células en periferia48. Se demostróademás, que los ratones CD3DH tratados con anticuerpo recuperan la generación de las célulasTδ CD27+ CD122+ NK1.1+ (Fig. 17), demostrando nuevamente de manera inequívoca que laausencia de esta población en los ratones CD3DH se debe a la reducción de la señal vía TCRδ.Otro hecho que se podría discutir a tenor de estos resultados es la ausencia de células Tδ CD27+CD122+ NK1.1− tras el tratamiento con el anticuerpo. La población negativa para la expresión deCD122 y NK1.1 que recibe una señal fuerte vía TCR se convertiría en CD122+ NK1.1+ sin pasar porningún estado intermedio, lo que apoyaría el modelo de “desarrollo dividido” descritoanteriormente (Fig. D1). Cabe destacar, que in vitro se ha descrito la recapitulación de estosresultados, ya que en un sistema de co-cultivo con OP9-DL1, y en presencia de anticuerpos anti-TCRδ, se da el mismo proceso de generación en el timo de células (Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+)que dependen de señalización fuerte desde el TCRδ128. Todos estos datos nos permitieron
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interpretar este fenotipo IFN- observado en los ratones CD3DH basándonos en el modelopropuesto por Zarim et al., 201468 y que se describió en el capítulo de la introducción (Fig I5).
7. EFECTOS EN EMBRIÓN VS ADULTO
Por otra parte, también se comprobó que las células Tδ+ CD27− IL-17+ de los ratones CD3DH seencontraban afectadas durante la fase embrionaria en comparación con los ratones control (Fig.R11). Sin embargo, cuando se completaba el desarrollo del ratón, estas diferencias se ibanhaciendo menores hasta el punto de que en estado adulto no se aprecian desigualdades en laproducción de IL-17 entre el ratón control y el ratón CD3DH. Para entender cómo pueden existirdiferencias en el estado embrionario pero no en el adulto, es importante tener en cuenta quelas células Tδ se generan en ondas durante el desarrollo embrionario70, 76 y estas ondas estánestrechamente relacionadas con el uso de distintos elementos V129 (Fig. I6). En el timo de unratón que se encuentra en la fase final de su desarrollo gestacional (E18), la mayoría de lascélulas Tδ IL-17+ son V6+, sin embargo en los días posteriores a su nacimiento sonmayoritariamente V4+ (Fig. D2). Así, el fenotipo de las células Tδ IL-17+ en los ratones CD3DHes indicativo de que las células V6+ presentan una dependencia de señal fuerte del TCRδ parasu desarrollo, mientras que las células V4+ no. Lo que podría explicar que las células V6+ muestren evidencias de selección TCR CDR3 restringida63, a pesar de que ambas esténenglobadas dentro de las Tδ IL-17+. Además, las células Tδ IL-17+ V6+ se han descrito como lascélulas con mayor expresión de TCR dentro de los las células Tδ130 lo que podría advertir de suelevada dependencia de señalización TCRδ y que se encuentren afectadas en el caso de losratones CD3DH.
Figura D2. Uso diferencial de los distintos elementos V en células Tδ IL-17+ durante el desarrollo delratón. Izquierda: uso V en células Tδ IL-17+ de timo de ratones recién nacidos/E18. Derecha: uso V encélulas Tδ IL-17+ de timo de ratones adultos. Las células durante el estado embrionario tardío y neonato
son V1– V4– y en su mayoría fueron validadas como V6+40.
Esta diferencia también se refleja en los niveles de expresión de Sox4 y Sox13 en timocitos V6+ y V4+ de ratones CD3DH en comparación con el contro l (Fig. R13b). Nuestros datos ponen de
73 manifiesto nuevamente (ya fue propuesto por Kang et al . ) que las células V6+ IL-17+ y las V4+IL-17+ tienen requerimientos diferenciales durante su desarrollo en el timo36. Además de estasdivergencias, se han descrito otras características diferenciales entre estas células, por ejemplo,
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las células V6+ son más competitivas que las V4+ a la hora de reconstituir la dermis de ratonesdeficientes de células Tδ36. Por otro lado, las células V6+ (de origen fetal), son residentes bonafide de la dermis, sin embargo, las células V4+ que se desarrollan a partir de progenitores demédula ósea de adulto dependen más de señales extratímicas para dirigirse hacia la piel36, 131 (sugiriendo una menor dependencia del TCR durante su desarrollo, como se observa en lascélulas V4+ de ratones CD3DH), donde constituyen la mayor fuente de IL-17 en situaciones deinflamación asociadas a psoriasis76. De esta manera, estos datos ponen de nuevo de manifiestola “flexibilidad” de las células V4+ observada en nuestros ratones (cuando las células V4+ varíansus características fenotípicas dependiendo de la intensidad de la señal). Además, se haobservado una contribución diferencial en la producción de IL-17 de las células V6+ y V4+ endistintos escenarios78. Por ejemplo, las células V4+ predominan en la encefalitis autoinmuneexperimental (EAE)38 y en la artritis inducida por colágeno (CIA)132, mientras que las células V6+son más frecuentes en infección por Listeria33 y cáncer de ovario40. Por lo tanto, las diferenciasobservadas en el desarrollo tímico pueden tener una importante consecuencia fisiopatológica.
Estos datos permiten concluir que las células Tδ productoras de IL-17 de origen fetal y origenadulto tienen distintos requerimientos de intensidad de señal a través del TCR. Esta conclusiónsirve además para re-evaluar la controversia previa sobre el desarrollo de las células Tδ IL-17+,que obviamente no podía ser solucionada con el uso de animales TCRδ transgénicos (comopueden ser el G8 y KN6, ambos V4+59) que han servido para interpretar que las células Tδ concapacidad para producir IL-17 no requieren señalización del TCR para su desarrollo37. Así,nuestros datos indican que dentro del subtipo de células Tδ IL-17+, las células V6+ tienen unadependencia de señal a través del TCR mayor que las V4+. Estas últimas, que no son generadasexclusivamente en el timo fetal, en periferia serían más dependientes de diferentes señaleshomeostáticas131. De este modo se abre una nueva puerta para el estudio en profundidad de losrequerimientos específicos de las células V6+ y V4+. Además, nuestros resultados indican quelas distintas ventanas/ondas de desarrollo de los linfocitos Tδ en el timo definidas por losreordenamientos TCRG/V presentan requerimientos diferenciales en relación a la intensidadde la señal del TCR para su diferenciación en células productoras de IFN- o IL-17, resolviendoasí la polémica existente sobre el papel del TCR en este proceso (Fig. D3). Sería importantedestacar aquí que el modelo que originó esta controversia (deficiencia de Skint-1), es el únicoratón de todos los discutidos en este trabajo que presenta un fondo genético diferente aC57BL/6N61, por lo tanto cualquier comparación directa con el resto de modelos debe ser tenidaen consideración debido a la diferencia existente entre cepas de ratones.
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Figura D3. Modelo revisado del impacto de la intensidad de la señal del TCRδ para el desarrollo de lascélulas Tδ efectoras. Se ha demostrado mediante la alteración in vivo de la señalización del TCR quetanto los linfocitos Tδ IFN-+ como algunos de los Tδ IL-17+ requieren señalización fuerte desde el TCR,pero en distintos momentos de su desarrollo.
Además de la presencia de ligando, las características intrínsecas del propio receptor (como eltipo de V, la conformación del TCR o su ensamblaje con los dominios de señalización) podríanser relevantes para entender el fenotipo de los ratones con haploinsuficiencia combinada deCd3. En relación con estas características, por ejemplo, sabemos que el “cambio conformacional”en el TCR (cambio en la cadena CD3ε tras la activación que provoca la exposición de su secuenciaPRS, permite la interacción con Nck y es imprescindible para la activación completa de lacélula133) determina diferencialmente el desarrollo de los subconjuntos de células Tδ en el timode ratones47 y se ha descrito que este cambio conformacional no está inducido por antígeno enel TCRδ (pero si en el TCRαβ) al menos en un ratón transgénico que solo expresa un TCR V4
134. Además, como ya se ha mencionado en las células Tδ específicas para T10 y T22, elreconocimiento de ligando es un paso clave para su desarrollo a células productoras de IFN-,aunque trabajos posteriores pusieron de manifiesto que esto no era aplicable para todas lascélulas Tδ14. Por ejemplo, el grupo de Silva-Santos demostró que timocitos E14 de ratonesRAG2KO transducidos con vectores retrovirales que expresaban cadenas V7 y cadenas V5 quecarecían del dominio extracelular encargado de la unión de ligando, tenían niveles normales deexpresión de genes como Ifng y Tbx2l56. Lo que no se correlaciona con las datos obtenidos enlos ratones deficientes de Skint-1, donde la interacción con ligando por parte de las células V5+ parece básica para su desarrollo61. De esta manera, podemos concluir sobre estos datos quediferentes TCRδ podrían usar mecanismos de señalización tanto dependientes comoindependientes de ligando, recordando así lo que sucede en el pre-TCR durante la selección βen los progenitores Tαβ135. Sin embargo, este no es el único aspecto a tener en cuenta en estecontexto; también sería muy interesante comprobar el papel que juegan las distintas cascadasde señalización dependientes del TCRδ en el desarrollo funcional de las células Tδ, pues sesabe que tienen un papel importante en estados previos del desarrollo136. Así, sería significativoestablecer si la señal a través del TCR juega un papel cualitativo o cuantitativo basado en las
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diferentes rutas que se puedan poner en marcha tras su activación137 (Pennington et al.,comunicación personal). En este contexto es importante destacar que aunque la mayoría de lascélulas Tδ V5+/V1+ y V4+/V6+ se diferencian en productoras de IFN- o IL-17respectivamente, se sabe que existen algunas células V1+ que sintetizan IL-17 y una fracción deV4+ que se convierten en productoras de IFN- (de hecho, las células V4+ CD44+ juegan un papelprotector clave en la inmunidad tumoral a través de la secreción de IFN-138); además, en losratones CD3DH algunas de las células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ afectadas (productoras de IFN-) eran V4+. Por lo tanto, la disección de las señales que hacen que células que expresan unmismo TCRδ (V4 en este caso como ejemplo) se conviertan en productoras de IL-17 o de IFN- podría esclarecer los mecanismos por los que el TCR regula la diferenciación efectora de lascélulas Tδ: ¿es esta una cuestión de la calidad/intensidad/duración de la señal del TCR?; ¿es unevento pre-programado?; ¿es realmente dependiente de TCR?
8. IMPACTO TRANSCRIPCIONAL
En relación a la programación celular inducida por el TCR, nuestro análisis transcripcional enlinfocitos Tδ totales (más adelante en este capítulo se discutirá porqué se seleccionó estapoblación) entre estados embrionarios y adultos, reveló que el ratón CD3DH es capaz de regularnegativamente (apagado) el programa de expresión de IL-17, pero muestra una clara alteraciónen la regulación positiva (encendido) de la expresión de IFN- durante la ontogenia. Estadesregulación incluye genes como Nr4a3, Nr4a2 y Bcl2a1, que son dependientes de CD27/LTβRy están relacionados con la producción de IFN- además de controlar la regulación de losprecursores de timocitos Tδ por los precursores de células Tαβ139; también, dependen de losfactores de transcripción Egr2, Egr3 e Id3 implicados en este proceso por dos hechosdiferenciales: por un lado son importantes supresores de la vía de diferenciación IL-1761, y porotro lado se ha descrito recientemente que son inducidos tras una señal fuerte/agonista a travésdel TCR65, 140. En este contexto de ratones CD3DH, estos genes serían críticos para suprimir unaprogramación IL-17 establecida posiblemente por defecto y para maximizar la producción deIFN- por parte de los timocitos Tδ (Fig. R13). Además, estos datos son consistentes con loshallazgos en células V5+ (la identificación en el timo adulto de una red de genes reguladorescontrolados por el TCRδ y relacionados con la producción de IFN-61) y también con la ausenciaen los ratones CD3DH de la población Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+, pues se trata del subtipo queexpresa los niveles más elevados de IFN- por célula. Como punto destacable en este análisistranscripcional, se puede decir que los factores de transcripción “maestros” que controlan laexpresión de Ifng e Il17a, como son T-bet y Rort, respectivamente, no se encuentran afectadosdurante la ontogenia del ratón CD3DH, sugiriendo que su fenotipo de diferenciación Tδ derivade un mecanismo independiente de estos factores de transcripción, tal y como sucede en lostimocitos Tδ deficientes de Itk73. Por tanto, podríamos asumir que la principal función de laseñalización vía TCR es la selección de precursores pre-programados, probablemente similaresa las células ILC, capaces de diferenciarse en subtipos productores de citoquinas análogas perosin la intervención de un receptor como el TCR. Sin embargo, una intensidad de señal fuerte através del TCR también podría reprogramar potenciales productores de IL-17 que sobre-expresan represores de Rort, como Egr2 y Egr3, y así globalmente favorecer la producción deIFN- por parte de los linfocitos Tδ. Sobre la opción de seleccionar la población total de célulasTδ para el análisis transcripcional, hay que tener en cuenta que la población que desapareceen los ratones CD3DH es una pequeña fracción de las células Tδ totales, por lo tanto esimposible establecer una comparación directa con los ratones control. Por otro lado, siseleccionamos única y exclusivamente las células CD122+ podríamos sobre-estimar losresultados, y podría ocurrir que algunos genes candidatos que afecten en concreto a esapoblación (por ejemplo, PLZF124 y ThPOK66, 141) y otros no tan específicos se vean alterados por
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el mero hecho de que la población específica se encuentra ausente en los ratones CD3DH. Porello se decidió realizar este análisis sobre la población total de células Tδ, para así tener unaidea general sobre el impacto de la reducción de la señal del TCR en el conjunto total de células,asumiendo que posiblemente pueda existir algún candidato desconocido implicadodirectamente sobre el desarrollo de esta población y que sería muy difícil de identificartécnicamente. Por otra parte, los experimentos de ganancia de función demuestran claramentea nivel transcripcional, que las señales fuertes a través del TCR favorecen la producción de IFN-γ a expensas de IL-17 en timocitos adultos Tγδ (Fig. R14).
9. IMPACTO FISIOPATOLÓGICO
Por último, para estudiar la relevancia de las células Tδ CD27+ CD122+ NK1.1+ en un contexto deenfermedad, se utilizó un modelo de patología dependiente de IFN-. En el laboratorio de BrunoSilva-Santos se está estudiando el desarrollo de malaria cerebral y la implicación de las célulasTδ en esta patología. Se sabe que las células Tδ juegan un papel fundamental en la defensacontra el parásito durante la fase inicial de la enfermedad en el hígado. Pasada esta ventanatemporal (en torno a 5 días) el esporozoito sale a la sangre y provoca una respuesta inflamatoriadependiente de IFN- en el cerebro, que resulta en la muerte del animal. Los ratones deficientesde células Tδ son totalmente resistentes a los efectos letales de la infección (Fig. R23). Por suparte, los ratones CD3DH presentan una supervivencia significativamente aumentada a lamalaria cerebral experimental, en comparación con los animales control, lo que demuestra quelas células Tδ CD27+CD122+NK1.1+ productoras de IFN- (ausentes en los ratones CD3DH) sonlas principales responsables de la letalidad asociada a la malaria cerebral. Así se pone demanifiesto el papel crítico del TCR en la generación de subtipos de linfocitos Tγδ efectores quepresentan una elevada relevancia fisiopatológica.
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The analysis of the CD3/CD3δ double-haploinsufficient mouse model (CD3DH) sheds light onthe role of these CD3 chains in TCR expression, and on the involvement of the TCR in thegeneration of effector δ T cell subsets in the thymus and their impact on pathophysiology.Accordingly, it can be concluded that:
1. The surface expression of the TCRδ, but not of the TCR, is critically regulated by theintracelular levels of CD3 and CD3δ.
2. TCR signal strength controls thymic differentiation of discrete proinflammatory δ T cellsubsets (those producing either IFN- or IL-17).
3. The generation of the IFN--producing δ T cell subset, in particular of that secreting thehighest levels of IFN-, depends critically on strong TCR signals and the resultingtranscriptional signature associated with IFN- expression.
4. The differentiation of the IL-17-producing subset expressing V6, which is generatedexclusively during early embryonic life, depends also on strong TCR signaling; while theV4-exppressing subtype appearing later in ontogeny does not exhibit such requirement.
5. IFN--producing δ T cells are the pathogenic subtype in the context of experimentalcerebral malaria, which highlights the critical role of the TCR in the development ofeffector δ T cells with relevance to pathophysiology.
101
   
  
































   
  
 
   
  
                    
                     
                
                                     
                                   
                  
                                 
                     
                        
                                      
                           
                    
                         
                      
                   
                    



















1. Litman, G.W., Rast, J.P. & Fugmann, S.D. The origins of vertebrate adaptive immunity.Nat Rev Immunol 10, 543-553 (2010).
2. Recio, M.J. et al. Differential biological role of CD3 chains revealed by humanimmunodeficiencies. Journal of immunology 178, 2556-2564 (2007).
3. Weiss, A. & Littman, D.R. Signal transduction by lymphocyte antigen receptors. Cell76, 263-274 (1994).
4. Dyall, R., Fremont, D.H., Jameson, S.C. & Nikolic-Zugic, J. T cell receptor (TCR)recognition of MHC class I variants: intermolecular second-site reversion providesevidence for peptide/MHC conformational variation. The Journal of experimentalmedicine 184, 253-258 (1996).
5. Gil, D., Schrum, A.G., Alarcon, B. & Palmer, E. T cell receptor engagement by peptide-MHC ligands induces a conformational change in the CD3 complex of thymocytes.The Journal of experimental medicine 201, 517-522 (2005).
6. Smith-Garvin, J.E., Koretzky, G.A. & Jordan, M.S. T cell activation. Annual review ofimmunology 27, 591-619 (2009).
7. Siegers, G.M. et al. Different composition of the human and the mouse gammadeltaT cell receptor explains different phenotypes of CD3gamma and CD3deltaimmunodeficiencies. The Journal of experimental medicine 204, 2537-2544 (2007).
8. Kuhns, M.S., Davis, M.M. & Garcia, K.C. Deconstructing the form and function of theTCR/CD3 complex. Immunity 24, 133-139 (2006).
9. Chien, Y.H., Meyer, C. & Bonneville, M. gammadelta T cells: first line of defense andbeyond. Annual review of immunology 32, 121-155 (2014).
10. von Boehmer, H. et al. The expression of CD4 and CD8 accessory molecules onmature T cells is not random but correlates with the specificity of the alpha betareceptor for antigen. Immunological reviews 109, 143-151 (1989).
11. Schaible, U.E. & Kaufmann, S.H. CD1 molecules and CD1-dependent T cells inbacterial infections: a link from innate to acquired immunity? Semin Immunol 12,527-535 (2000).
12. Das, H., Wang, L., Kamath, A. & Bukowski, J.F. Vgamma2Vdelta2 T-cell receptor-mediated recognition of aminobisphosphonates. Blood 98, 1616-1618 (2001).
13. Jensen, K.D. & Chien, Y.H. Thymic maturation determines gammadelta T cell function,but not their antigen specificities. Current opinion in immunology 21, 140-145(2009).
14. Wencker, M. et al. Innate-like T cells straddle innate and adaptive immunity byaltering antigen-receptor responsiveness. Nature immunology 15, 80-87 (2014).
15. Carding, S.R. & Egan, P.J. Gammadelta T cells: functional plasticity and heterogeneity.Nat Rev Immunol 2, 336-345 (2002).
16. Davis, S.J. & van der Merwe, P.A. The kinetic-segregation model: TCR triggering andbeyond. Nat Immunol 7, 803-809 (2006).
17. Kuhns, M.S. & Davis, M.M. TCR Signaling Emerges from the Sum of Many Parts. FrontImmunol 3, 159 (2012).
105
   
  
                      
                     
                                
                                      
                           
                           
                       
                           
                          
                              
                       
                             
                           
                          
                          





















18. Saito, H. et al. Complete primary structure of a heterodimeric T-cell receptordeduced from cDNA sequences. Nature 309, 757-762 (1984).
19. Vantourout, P. & Hayday, A. Six-of-the-best: unique contributions of gammadelta Tcells to immunology. Nature reviews. Immunology 13, 88-100 (2013).
20. Baldwin, C.L. & Telfer, J.C. The bovine model for elucidating the role of gammadeltaT cells in controlling infectious diseases of importance to cattle and humans.Molecular immunology 66, 35-47 (2015).
21. Morita, C.T., Jin, C., Sarikonda, G. & Wang, H. Nonpeptide antigens, presentationmechanisms, and immunological memory of human Vgamma2Vdelta2 T cells:discriminating friend from foe through the recognition of prenyl pyrophosphateantigens. Immunological reviews 215, 59-76 (2007).
22. Kalyan, S. & Kabelitz, D. Defining the nature of human gammadelta T cells: abiographical sketch of the highly empathetic. Cell Mol Immunol 10, 21-29 (2013).
23. Fahl, S.P., Coffey, F. & Wiest, D.L. Origins of gammadelta T cell effector subsets: ariddle wrapped in an enigma. Journal of immunology 193, 4289-4294 (2014).
24. Chen, L. et al. Epigenetic and transcriptional programs lead to default IFN-gammaproduction by gammadelta T cells. J Immunol 178, 2730-2736 (2007).
25. Gao, Y. et al. Gamma delta T cells provide an early source of interferon gamma intumor immunity. The Journal of experimental medicine 198, 433-442 (2003).
26. Roark, C.L., Simonian, P.L., Fontenot, A.P., Born, W.K. & O'Brien, R.L. gammadelta Tcells: an important source of IL-17. Curr Opin Immunol 20, 353-357 (2008).
27. Lockhart, E., Green, A.M. & Flynn, J.L. IL-17 production is dominated by gammadeltaT cells rather than CD4 T cells during Mycobacterium tuberculosis infection. JImmunol 177, 4662-4669 (2006).
28. Wang, T. et al. IFN-gamma-producing gamma delta T cells help control murine WestNile virus infection. Journal of immunology 171, 2524-2531 (2003).
29. Ferrick, D.A. et al. Differential production of interferon-gamma and interleukin-4 inresponse to Th1- and Th2-stimulating pathogens by gamma delta T cells in vivo.Nature 373, 255-257 (1995).
30. Seixas, E.M. & Langhorne, J. gammadelta T cells contribute to control of chronicparasitemia in Plasmodium chabaudi infections in mice. Journal of immunology 162,2837-2841 (1999).
31. Jagannathan, P. et al. Loss and dysfunction of Vdelta2(+) gammadelta T cells areassociated with clinical tolerance to malaria. Science translational medicine 6,251ra117 (2014).
32. Cho, J.S. et al. IL-17 is essential for host defense against cutaneous Staphylococcusaureus infection in mice. The Journal of clinical investigation 120, 1762-1773 (2010).
33. Sheridan, B.S. et al. gammadelta T cells exhibit multifunctional and protectivememory in intestinal tissues. Immunity 39, 184-195 (2013).
106
   
  
                    
                          
                          
                           
                         
                        
                                  
                       
                         
                             
                                      
                    
                   
                                


















34. Cai, Y. et al. Pivotal role of dermal IL-17-producing gammadelta T cells in skininflammation. Immunity 35, 596-610 (2011).
35. Pantelyushin, S. et al. Rorgammat+ innate lymphocytes and gammadelta T cellsinitiate psoriasiform plaque formation in mice. The Journal of clinical investigation122, 2252-2256 (2012).
36. Cai, Y. et al. Differential developmental requirement and peripheral regulation fordermal Vgamma4 and Vgamma6T17 cells in health and inflammation. Nat Commun5, 3986 (2014).
37. Jensen, K.D. et al. Thymic selection determines gammadelta T cell effector fate:antigen-naive cells make interleukin-17 and antigen-experienced cells makeinterferon gamma. Immunity 29, 90-100 (2008).
38. Sutton, C.E. et al. Interleukin-1 and IL-23 induce innate IL-17 production fromgammadelta T cells, amplifying Th17 responses and autoimmunity. Immunity 31,331-341 (2009).
39. Petermann, F. et al. gammadelta T cells enhance autoimmunity by restrainingregulatory T cell responses via an interleukin-23-dependent mechanism. Immunity33, 351-363 (2010).
40. Rei, M. et al. Murine CD27(-) Vgamma6(+) gammadelta T cells producing IL-17Apromote ovarian cancer growth via mobilization of protumor small peritonealmacrophages. Proc Natl Acad Sci U S A 111, E3562-3570 (2014).
41. Pennington, D.J., Silva-Santos, B. & Hayday, A.C. Gammadelta T cell development--having the strength to get there. Curr Opin Immunol 17, 108-115 (2005).
42. Shibata, K. et al. IFN-gamma-producing and IL-17-producing gammadelta T cellsdifferentiate at distinct developmental stages in murine fetal thymus. J Immunol 192,2210-2218 (2014).
43. Kang, J. & Raulet, D.H. Events that regulate differentiation of alpha beta TCR+ andgamma delta TCR+ T cells from a common precursor. Semin Immunol 9, 171-179(1997).
44. Livak, F., Wilson, A., MacDonald, H.R. & Schatz, D.G. Alpha beta lineage-committedthymocytes can be rescued by the gamma delta T cell receptor (TCR) in the absenceof TCR beta chain. Eur J Immunol 27, 2948-2958 (1997).
45. Haks, M.C. et al. Attenuation of gammadeltaTCR signaling efficiently divertsthymocytes to the alphabeta lineage. Immunity 22, 595-606 (2005).
46. Hayes, S.M., Li, L. & Love, P.E. TCR signal strength influences alphabeta/gammadeltalineage fate. Immunity 22, 583-593 (2005).
47. Blanco, R., Borroto, A., Schamel, W., Pereira, P. & Alarcon, B. Conformational changesin the T cell receptor differentially determine T cell subset development in mice. SciSignal 7, ra115 (2014).
48. Schmolka, N. et al. Epigenetic and transcriptional signatures of stable versus plasticdifferentiation of proinflammatory gammadelta T cell subsets. Nat Immunol 14,1093-1100 (2013).
107
   
  
                           
                        
                                   
                           
                     
                       
                              
                          
                        
                        
                   
                        
                          
                      
                                    




















49. Ribot, J.C. et al. CD27 is a thymic determinant of the balance between interferon-gamma- and interleukin 17-producing gammadelta T cell subsets. Natureimmunology 10, 427-436 (2009).
50. Haas, J.D. et al. CCR6 and NK1.1 distinguish between IL-17A and IFN-gamma-producing gammadelta effector T cells. European journal of immunology 39, 3488-3497 (2009).
51. Ribot, J.C., Debarros, A., Mancio-Silva, L., Pamplona, A. & Silva-Santos, B. B7-CD28costimulatory signals control the survival and proliferation of murine and humangammadelta T cells via IL-2 production. J Immunol 189, 1202-1208 (2012).
52. Ribot, J.C. & Silva-Santos, B. Differentiation and activation of gammadelta TLymphocytes: Focus on CD27 and CD28 costimulatory receptors. Adv Exp Med Biol785, 95-105 (2013).
53. Munoz-Ruiz, M. et al. TCR signal strength controls thymic differentiation of discreteproinflammatory gammadelta T cell subsets. Nat Immunol (2016).
54. Narayan, K. et al. Intrathymic programming of effector fates in three molecularlydistinct gammadelta T cell subtypes. Nature immunology 13, 511-518 (2012).
55. Bonneville, M. et al. Recognition of a self major histocompatibility complex TL regionproduct by gamma delta T-cell receptors. Proc Natl Acad Sci U S A 86, 5928-5932(1989).
56. Mahtani-Patching, J. et al. PreTCR and TCRgammadelta signal initiation inthymocyte progenitors does not require domains implicated in receptoroligomerization. Sci Signal 4, ra47 (2011).
57. Irving, B.A., Alt, F.W. & Killeen, N. Thymocyte development in the absence of pre-Tcell receptor extracellular immunoglobulin domains. Science 280, 905-908 (1998).
58. Stadanlick, J.E. et al. Tonic B cell antigen receptor signals supply an NF-kappaBsubstrate for prosurvival BLyS signaling. Nature immunology 9, 1379-1387 (2008).
59. Bonneville, M. et al. Self-tolerance to transgenic gamma delta T cells by intrathymicinactivation. Nature 344, 163-165 (1990).
60. Lewis, J.M. et al. Selection of the cutaneous intraepithelial gammadelta+ T cellrepertoire by a thymic stromal determinant. Nat Immunol 7, 843-850 (2006).
61. Turchinovich, G. & Hayday, A.C. Skint-1 identifies a common molecular mechanismfor the development of interferon-gamma-secreting versus interleukin-17-secreting gammadelta T cells. Immunity 35, 59-68 (2011).
62. Serre, K. & Silva-Santos, B. Molecular Mechanisms of Differentiation of Murine Pro-Inflammatory gammadelta T Cell Subsets. Front Immunol 4, 431 (2013).
63. Itohara, S. & Tonegawa, S. Selection of gamma delta T cells with canonical T-cellantigen receptors in fetal thymus. Proceedings of the National Academy of Sciencesof the United States of America 87, 7935-7938 (1990).
64. Hayday, A.C. Gammadelta T cells and the lymphoid stress-surveillance response.Immunity 31, 184-196 (2009).
108
   
  
                             
                    
                     
                                
                          
                    
                           
                                      
                     
                     
                       
                      
                           
                     
                               



















65. Lauritsen, J.P. et al. Marked induction of the helix-loop-helix protein Id3 promotesthe gammadelta T cell fate and renders their functional maturation Notchindependent. Immunity 31, 565-575 (2009).
66. Park, K. et al. TCR-mediated ThPOK induction promotes development of mature(CD24-) gammadelta thymocytes. EMBO J 29, 2329-2341 (2010).
67. Negishi, I. et al. Essential role for ZAP-70 in both positive and negative selection ofthymocytes. Nature 376, 435-438 (1995).
68. Zarin, P., Chen, E.L., In, T.S., Anderson, M.K. & Zuniga-Pflucker, J.C. Gamma delta T-cell differentiation and effector function programming, TCR signal strength, whenand how much? Cell Immunol 296, 70-75 (2015).
69. Zeng, X. et al. gammadelta T cells recognize a microbial encoded B cell antigen toinitiate a rapid antigen-specific interleukin-17 response. Immunity 37, 524-534(2012).
70. Prinz, I., Silva-Santos, B. & Pennington, D.J. Functional development of gammadeltaT cells. Eur J Immunol 43, 1988-1994 (2013).
71. Barbee, S.D. et al. Skint-1 is a highly specific, unique selecting component forepidermal T cells. Proc Natl Acad Sci U S A 108, 3330-3335 (2011).
72. D'Ombrain, M.C., Hansen, D.S., Simpson, K.M. & Schofield, L. gammadelta-T cellsexpressing NK receptors predominate over NK cells and conventional T cells in theinnate IFN-gamma response to Plasmodium falciparum malaria. Eur J Immunol 37,1864-1873 (2007).
73. Malhotra, N. et al. A network of high-mobility group box transcription factorsprograms innate interleukin-17 production. Immunity 38, 681-693 (2013).
74. Shibata, K. et al. Notch-Hes1 pathway is required for the development of IL-17-producing gammadelta T cells. Blood 118, 586-593 (2011).
75. Korn, T. & Petermann, F. Development and function of interleukin 17-producinggamma delta T cells. Ann Ny Acad Sci 1247, 34-45 (2012).
76. Haas, J.D. et al. Development of interleukin-17-producing gammadelta T cells isrestricted to a functional embryonic wave. Immunity 37, 48-59 (2012).
77. Bonneville, M., O'Brien, R.L. & Born, W.K. Gammadelta T cell effector functions: ablend of innate programming and acquired plasticity. Nature reviews. Immunology10, 467-478 (2010).
78. O'Brien, R.L. & Born, W.K. gammadelta T cell subsets: a link between TCR andfunction? Semin Immunol 22, 193-198 (2010).
79. Pereira, P., Gerber, D., Huang, S.Y. & Tonegawa, S. Ontogenic development and tissuedistribution of V gamma 1-expressing gamma/delta T lymphocytes in normal mice.J Exp Med 182, 1921-1930 (1995).
80. Garcillan, B. et al. Enrichment of the rare CD4(+) gammadelta T-cell subset inpatients with atypical CD3delta deficiency. J Allergy Clin Immunol 133, 1205-1208(2014).
109
   
  
                              
                      
                                    
                           
                          
                  
                           
                       
                  
           
                      
                     
                
                           
                         
                             





















81. Gil, J. et al. A leaky mutation in CD3D differentially affects alphabeta and gammadeltaT cells and leads to a Talphabeta-Tgammadelta+B+NK+ human SCID. J Clin Invest121, 3872-3876 (2011).
82. Hayes, S.M. & Love, P.E. Stoichiometry of the murine gammadelta T cell receptor.The Journal of experimental medicine 203, 47-52 (2006).
83. Wucherpfennig, K.W., Gagnon, E., Call, M.J., Huseby, E.S. & Call, M.E. Structuralbiology of the T-cell receptor: insights into receptor assembly, ligand recognition,and initiation of signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol 2, a005140 (2010).
84. Call, M.E., Pyrdol, J. & Wucherpfennig, K.W. Stoichiometry of the T-cell receptor-CD3complex and key intermediates assembled in the endoplasmic reticulum. EMBO J 23,2348-2357 (2004).
85. Call, M.E., Pyrdol, J., Wiedmann, M. & Wucherpfennig, K.W. The organizing principlein the formation of the T cell receptor-CD3 complex. Cell 111, 967-979 (2002).
86. Weiss, A. Structure and function of the T cell antigen receptor. J Clin Invest 86, 1015-1022 (1990).
87. Call, M.E. & Wucherpfennig, K.W. The T cell receptor: critical role of the membraneenvironment in receptor assembly and function. Annu Rev Immunol 23, 101-125(2005).
88. Rudd, P.M. et al. Roles for glycosylation of cell surface receptors involved in cellularimmune recognition. J Mol Biol 293, 351-366 (1999).
89. Ruddock, L.W. & Molinari, M. N-glycan processing in ER quality control. J Cell Sci 119,4373-4380 (2006).
90. Lowe, J.B. Glycosylation, immunity, and autoimmunity. Cell 104, 809-812 (2001).
91. Alarcon, B., Swamy, M., van Santen, H.M. & Schamel, W.W. T-cell antigen-receptorstoichiometry: pre-clustering for sensitivity. EMBO reports 7, 490-495 (2006).
92. Fischer, A., de Saint Basile, G. & Le Deist, F. CD3 deficiencies. Curr Opin Allergy ClinImmunol 5, 491-495 (2005).
93. Dave, V.P. Hierarchical role of CD3 chains in thymocyte development. Immunol Rev232, 22-33 (2009).
94. Dave, V.P. et al. CD3 delta deficiency arrests development of the alpha beta but notthe gamma delta T cell lineage. EMBO J 16, 1360-1370 (1997).
95. Regueiro, J.R. et al. Familial defect of CD3 (T3) expression by T cells associated withrare gut epithelial cell autoantibodies. Lancet 1, 1274-1275 (1986).
96. Zapata, D.A. et al. Biochemical differences in the alphabeta T cell receptor.CD3surface complex between CD8+ and CD4+ human mature T lymphocytes. J Biol Chem279, 24485-24492 (2004).
97. Haks, M.C., Krimpenfort, P., Borst, J. & Kruisbeek, A.M. The CD3gamma chain isessential for development of both the TCRalphabeta and TCRgammadelta lineages.EMBO J 17, 1871-1882 (1998).
110
   
  
                          
                         
                            
                        
                             
                           
                               
                       
                    
                
                                
                      
                        
                      

















98. Fernandez-Malave, E. et al. Overlapping functions of human CD3delta and mouseCD3gamma in alphabeta T-cell development revealed in a humanized CD3gamma-mouse. Blood 108, 3420-3427 (2006).
99. Wang, B. et al. T lymphocyte development in the absence of CD3 epsilon or CD3gamma delta epsilon zeta. J Immunol 162, 88-94 (1999).
100. Thomassen, E.A. et al. The impact of single amino acid substitutions in CD3gammaon the CD3epsilongamma interaction and T-cell receptor-CD3 complex formation.Hum Immunol 67, 579-588 (2006).
101. Munoz-Ruiz, M. et al. Human CD3gamma, but not CD3delta, haploinsufficiencydifferentially impairs gammadelta versus alphabeta surface TCR expression. BMCimmunology 14, 3 (2013).
102. Mingueneau, M. et al. The proline-rich sequence of CD3epsilon controls T cellantigen receptor expression on and signaling potency in preselection CD4+CD8+thymocytes. Nature immunology 9, 522-532 (2008).
103. Hassan, S.W. et al. Increased susceptibility to dextran sulfate sodium induced colitisin the T cell protein tyrosine phosphatase heterozygous mouse. PLoS One 5, e8868(2010).
104. Itohara, S. et al. T cell receptor delta gene mutant mice: independent generation ofalpha beta T cells and programmed rearrangements of gamma delta TCR genes. Cell72, 337-348 (1993).
105. Schmitt, T.M. & Zuniga-Pflucker, J.C. Induction of T cell development fromhematopoietic progenitor cells by delta-like-1 in vitro. Immunity 17, 749-756(2002).
106. Liehl, P. et al. Host-cell sensors for Plasmodium activate innate immunity againstliver-stage infection. Nat Med 20, 47-53 (2014).
107. Huber, W. et al. Orchestrating high-throughput genomic analysis with Bioconductor.Nat Methods 12, 115-121 (2015).
108. Ribot, J.C. et al. Cutting edge: adaptive versus innate receptor signals selectivelycontrol the pool sizes of murine IFN-gamma- or IL-17-producing gammadelta T cellsupon infection. J Immunol 185, 6421-6425 (2010).
109. Dave, V.P. et al. Altered functional responsiveness of thymocyte subsets fromCD3delta-deficient mice to TCR-CD3 engagement. Int Immunol 10, 1481-1490(1998).
110. Kim, S.T. et al. Distinctive CD3 heterodimeric ectodomain topologies maximizeantigen-triggered activation of alpha beta T cell receptors. J Immunol 185, 2951-2959 (2010).
111. Stritesky, G.L., Jameson, S.C. & Hogquist, K.A. Selection of self-reactive T cells in thethymus. Annu Rev Immunol 30, 95-114 (2012).
112. Hayes, S.M. & Love, P.E. Distinct structure and signaling potential of the gamma deltaTCR complex. Immunity 16, 827-838 (2002).
111
   
  
                              
                           
                   
                                    
                             
                                 
                    
                      
                       
                                  
                     
                               
                         
                          
                 




















113. Coffey, F. et al. The TCR ligand-inducible expression of CD73 marks gammadeltalineage commitment and a metastable intermediate in effector specification. TheJournal of experimental medicine 211, 329-343 (2014).
114. Azzam, H.S. et al. CD5 expression is developmentally regulated by T cell receptor(TCR) signals and TCR avidity. The Journal of experimental medicine 188, 2301-2311(1998).
115. Smith, K. et al. Sensory adaptation in naive peripheral CD4 T cells. J Exp Med 194,1253-1261 (2001).
116. Bluestone, J.A., Cron, R.Q., Cotterman, M., Houlden, B.A. & Matis, L.A. Structure andspecificity of T cell receptor gamma/delta on major histocompatibility complexantigen-specific CD3+, CD4-, CD8- T lymphocytes. J Exp Med 168, 1899-1916 (1988).
117. Ito, K. et al. Recognition of the product of a novel MHC TL region gene (27b) by amouse gamma delta T cell receptor. Cell 62, 549-561 (1990).
118. Schmolka, N., Wencker, M., Hayday, A.C. & Silva-Santos, B. Epigenetic andtranscriptional regulation of gammadelta T cell differentiation: Programming cellsfor responses in time and space. Seminars in immunology 27, 19-25 (2015).
119. Kannan, Y. et al. IkappaBzeta augments IL-12- and IL-18-mediated IFN-gammaproduction in human NK cells. Blood 117, 2855-2863 (2011).
120. Turchinovich, G. & Pennington, D.J. T cell receptor signalling in gammadelta celldevelopment: strength isn't everything. Trends Immunol 32, 567-573 (2011).
121. Hayes, S.M. et al. Activation-induced modification in the CD3 complex of thegammadelta T cell receptor. J Exp Med 196, 1355-1361 (2002).
122. Kreslavsky, T. et al. TCR-inducible PLZF transcription factor required for innatephenotype of a subset of gammadelta T cells with restricted TCR diversity. Proc NatlAcad Sci U S A 106, 12453-12458 (2009).
123. Carlyle, J.R. & Zuniga-Pflucker, J.C. Regulation of NK1.1 expression during lineagecommitment of progenitor thymocytes. J Immunol 161, 6544-6551 (1998).
124. Alonzo, E.S. et al. Development of promyelocytic zinc finger and ThPOK-expressinginnate gamma delta T cells is controlled by strength of TCR signaling and Id3. JImmunol 184, 1268-1279 (2010).
125. Lu, Y., Cao, X., Zhang, X. & Kovalovsky, D. PLZF Controls the Development of Fetal-Derived IL-17+Vgamma6+ gammadelta T Cells. J Immunol 195, 4273-4281 (2015).
126. Pereira, P. & Boucontet, L. Innate NKTgammadelta and NKTalphabeta cells exertsimilar functions and compete for a thymic niche. Eur J Immunol 42, 1272-1281(2012).
127. Godfrey, D.I. & Berzins, S.P. Control points in NKT-cell development. Nat RevImmunol 7, 505-518 (2007).
128. Kreslavsky, T., Garbe, A.I., Krueger, A. & von Boehmer, H. T cell receptor-instructedalphabeta versus gammadelta lineage commitment revealed by single-cell analysis.J Exp Med 205, 1173-1186 (2008).
112
   
  
                       
                      
                          
                     
                                    
                                 
                  
                       
                     
                              
                       
                              


















129. Chien, Y.H., Zeng, X. & Prinz, I. The natural and the inducible: interleukin (IL)-17-producing gammadelta T cells. Trends Immunol 34, 151-154 (2013).
130. Paget, C. et al. CD3bright signals on gammadelta T cells identify IL-17A-producingVgamma6Vdelta1+ T cells. Immunol Cell Biol 93, 198-212 (2015).
131. Michel, M.L. et al. Interleukin 7 (IL-7) selectively promotes mouse and human IL-17-producing gammadelta cells. Proc Natl Acad Sci U S A 109, 17549-17554 (2012).
132. Roark, C.L. et al. Exacerbation of collagen-induced arthritis by oligoclonal, IL-17-producing gamma delta T cells. J Immunol 179, 5576-5583 (2007).
133. Gil, D., Schamel, W.W., Montoya, M., Sanchez-Madrid, F. & Alarcon, B. Recruitment ofNck by CD3 epsilon reveals a ligand-induced conformational change essential for Tcell receptor signaling and synapse formation. Cell 109, 901-912 (2002).
134. Dopfer, E.P. et al. The CD3 conformational change in the gammadelta T cell receptoris not triggered by antigens but can be enforced to enhance tumor killing. Cell Rep 7,1704-1715 (2014).
135. Dave, V.P. Role of CD3epsilon-mediated signaling in T-cell development andfunction. Crit Rev Immunol 31, 73-84 (2011).
136. Lee, S.Y. et al. Noncanonical mode of ERK action controls alternative alphabeta andgammadelta T cell lineage fates. Immunity 41, 934-946 (2014).
137. Reine, J. et al. CD3gamma-independent pathways in TCR-mediated signaling inmature T and iNKT lymphocytes. Cell Immunol 271, 62-66 (2011).
138. He, W. et al. Naturally activated V gamma 4 gamma delta T cells play a protectiverole in tumor immunity through expression of eomesodermin. J Immunol 185, 126-133 (2010).
139. Silva-Santos, B., Pennington, D.J. & Hayday, A.C. Lymphotoxin-mediated regulationof gammadelta cell differentiation by alphabeta T cell progenitors. Science 307, 925-928 (2005).
140. Seiler, M.P. et al. Elevated and sustained expression of the transcription factors Egr1and Egr2 controls NKT lineage differentiation in response to TCR signaling. NatImmunol 13, 264-271 (2012).
141. Kappes, D.J. Expanding roles for ThPOK in thymic development. Immunol Rev 238,182-194 (2010).
113
   
  






















   
  
 

















































































































   
  
 
 

	

	
Anexos
131
